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Introduction 
Class I Phosphatidyl inositol-3 kinases (PI3K) are mammalian proteins that catalyze the 
conversion of PtdIns-4,5P2 into PtdIns-3,4,5P3 at the plasma membrane. The latter is a 
second messenger that recruits protein kinase B, Akt, which in turn activates a large 
number of downstream effectors. The negative regulator of this pathway, the 
phosphatase PTEN, dephosphorylates PtdIns-3,4,5P3 giving rise to PtdIns-4,5P2. This 
pathway favours cell proliferation and inhibits apoptosis, among other functions, and its 
abnormal hyperactivation leads to tumorigenesis.  
We have generated a humanized yeast system by expressing the main elements of this 
pathway in the model organism Saccharomyces cerevisiae, which constitutively lacks of 
them. While the expression of the wild type catalytic subunit of PI3K, p110α, does not 
affect yeast growth, expression of hyperactive versions, like the oncogenic mutant 
p110αH1047R or a plasma membrane directed form, p110α-CAAX, leads to the growth 
inhibition of the yeast cell due to the depletion of essential pools of PtdIns-4,5P2 
(Rodríguez-Escudero, et al. 2005). The phosphatase PTEN is able to counteract this 
effect (Andrés-Pons et al. 2007). In addition, the co-expression of wild type p110α with 
Akt, relocalizes Akt from the cytoplasm to the plasma membrane, causing as well growth 
inhibition by an Akt kinase-dependent mechanism (Rodríguez-Escudero et al., 2009). 
Therefore, PI3K effects in yeast can be used to screen for PI3K/Akt inhibitors, as well as 
for genetic functional studies in search of mutations that may alter PI3K-derived 
phenotype in yeast.  
On the other hand, this model is also very useful for basic research purposes such as 
exploring the roles of PtdIns-4,5P2 in yeast cells. PtdIns-4,5P2 is synthesised at the plasma 
membrane by the essential PtdIns-4P 5-kinase Mss4 (Multicopy Suppressor of Stt4) 
(Desrivieres et al., 1998). Genetic studies on a thermosensitive version of Mss4 have 
established the involvement of this lipid in the regulation of the actin cytoskeleton 
(Desrivieres et al., 1998; Homma et al., 1998; Audhya et al., 2000; Audhya et al., 2004), 
in clathrin-mediated endocytosis, interaction with several endocytic patch adaptors 
(Aguilar et al., 2003; Sun et al., 2005), and as a cell polarity marker, directing the 
attachment of exocyst components Exo70 and Sec3 to the plasma membrane (He et al., 
2007; Zhang et al., 2008). Our previous work showed that heterologous expression of 
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PI3K (p110α-CAAX) causes loss of the actin cytoskeleton polarity at the growing bud and 
of the septin ring at the mother-bud barrier, alterations in endocytic transport and an 
increased phosphorylation of the cell wall integrity pathway (CWI) MAPK Slt2 
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). This pathway is activated in response to cell wall 
damage and leads to the transcriptional regulation of genes involved in cell wall 
remodelling (Levin, 2011). Activation takes place at polarized growth sites where the 
localized synthesis of new cell wall is important for cell expansion and growth. The stress 
is sensed by a family of transmembrane receptors [Wsc1, Wsc2, Wsc3, Mid2 and Mtl1 
(Jendretzki et al., 2011)] which transmit the stimulation signal to the GTPase GEFs 
(GDP/GTP Exchange factors) Rom1/2 (Philip and Levin, 2001). These proteins promote 
the activation of the small GTPase Rho1 which in turn regulates several effectors to 
drive different cellular functions. One of them is protein kinase C1 (Pkc1), which 
activates the CWI MAPK cascade (Kamada et al., 1996). The MAPK at the end of this 
pathway, Slt2, activates the transcription factor Rlm1 (Watanabe et al., 1995)  and the 
dimeric complex SBF (Swi4/6) (Madden et al., 1997).  
In this work, we take advantage of PI3K-dependent cell growth defects in yeast to 
evaluate performance of competitive PI3K inhibitors in an in vivo experimental setting. 
To demonstrate that such bioassay provides a platform readily scalable to screen for 
novel PI3K inhibitors, we set up its application to high-throughput screening (HTS) by 
performing a pilot screen on a collection of extracts of microbial origin. In addition to 
this application, our system provides a tool to study in depth how PtdIns-4,5P2 regulates 
the CWI pathway as well as other yeast cellular processes. We have shown that PI3K-
induced PtdIns-4,5P2 depletion activates CWI and generates a transcriptional profile 
reminiscent of cell wall damages. In parallel, we observed several endocytic trafficking 
alterations and the re-location of the upstream CWI components to cytoplasmic 
compartments that are coincident with recycling endosomes. We propose that 
upstream CWI components Wsc1, Rho1 and Pkc1 are assembled in these compartments 
upon PtdIns-4,5P2 loss and are able to transmit the activation signal, downstream CWI 
components upstream the MAPK cascade. 
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Objectives 
1. Application of the PI3K (p110α)- and Akt- expressing humanized yeast as a bioassay 
for detection of inhibitory compounds. 
1.1. Bioassay validation and optimization with known/commercial PI3K (p110α) and 
Akt inhibitors.  
1.2. Pilot HTS on microbial extracts on search for new PI3K (p110α) inhibitory 
molecules. 
2. Structure-activity studies on PI3K (p110α) catalytic subunit by site-directed 
mutagenesis in the yeast system. 
3.Use of a humanized yeast system expressing PI3K as a research tool to study PtdIns-
4,5P2 function in S. cerevisiae. 
3.1. Endocytosis and intracellular trafficking alterations. 
3.2. CWI activation. 
3.3. Transcriptomic studies and genomic screening. 
Results and Discussion 
1. Detection of PI3K inhibitory activity in a collection of natural 
extracts using a yeast bioassay  
In this work we have developed a yeast bioassay based on the growth inhibition caused 
by heterologous expression of a plasma membrane directed version of PI3K, p110α-
CAAX, from its optimization with five commercial PI3K inhibitors, to the settling of the 
best conditions for its systematization. First, we have determined that the best detected 
growth recovery upon PI3K inhibition is achieved in yeast expressing highly toxic 
versions, like p110α-CAAX. Second, we found an increase in assay sensitivity by adding 
small concentrations of the detergent SDS (0.003%) to the culture media and using a 
mutant strain lacking the detoxification pump Snq2, as strategies aimed to rise 
intracellular concentrations of the compounds tested. Third, we determined that the 
realization of PI3K inhibition assays in liquid media, rather than on solid media, was 
appropriate for large scale analyse. However, the latter is more simple, fast, visual and 
easy to interpret while assaying individual PI3K inhibitors. Besides we have set up the 
yeast model for the detection of Akt inhibitors by using a mutant strain defective in 
inositol polyphosphate synthesis, vip1Δ, which enhances growth inhibition upon co-
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expression of p110α with Akt. However, Akt inhibitors rescued yeast growth to a lower 
extent than PI3K inhibitors, probably due to the similarity of Akt with other AGC kinases 
which might be unspecifically inhibited.  
Our optimized bioassay has proved to be robust and suitable to detect activity against 
PI3K in a microbial extract library. Natural products are a source of new chemical 
structures and molecules. In fact, we detected 55 extracts with PI3K inhibitory activity 
over a collection of 9600, which are currently being studied in cell culture and in vitro 
assays. In comparison with other assay strategies, such as in vitro enzymatic assays and 
High Content Screening (HCS) that require expensive reactives and/or complex systems 
to detect the inhibition, our yeast-based assay is economic, easy to perform and to 
interpret. Since inhibition is indeed carried out in an in vivo environment, our assay 
directly discards toxic candidates, selecting inhibitors that selectively and specifically 
block PI3K activity. Therefore our bioassay could be used as a primary screening system 
in order to select p110α inhibitory candidates for further validation in higher eukaryotic 
models and in vitro assays.  
Moreover, PI3K-dependent yeast growth inhibition allowed us to perform functional 
studies on p110α C2 and Ras-binding domains. By site directed mutagenesis, we 
mutated to alanine residues Lys410, Arg412, Lys413, and Lys416 in p110α C2 domain, 
which seem to be involved in plasma membrane binding through electrostatic 
interactions (Huang et al., 2008). We observed a decrease in both growth inhibition and 
Akt phosphorylation in cells expressing the mutant versions. It was described that 
mutation of Lys227 in the RBD to glutamic abolishes p110α-Ras interaction, which is 
important for full PI3K activation (Rodriguez-Viciana et al., 1996). To check whether the 
interaction between p110α and yeast orthologues of mammalian Ras, Ras1/2, was also 
crucial for p110α function in yeast, we introduced this mutation, but it did neither alter 
growth inhibition nor Akt phosphorylation. These results mean that in the absence of an 
artificial plasma membrane targeting signal, p110α interacts with plasma membrane 
through the aforementioned C2 residues. On the other hand, p110α-Ras interaction is 
dispensable for p110α function in yeast. Additionally, we generated an N-myristoylated 
p110α version, Myr-p110α, which caused a mild growth inhibition when expressed in 
yeast. These results highlight the importance of p110α plasma membrane recruitment 
for its function, as described in higher eukaryotes (Hu et al., 1995; Klippel et al., 1996).  
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2. PtdIns-4,5P2 deprivation alters vesicular trafficking 
By fluorescence microscopy, we followed the endocytic process upon p110α-CAAX 
expression and described internalization defects of endosomal fluorescent marker FM4-
64 (Vida and Emr, 1995) and of the protein Snc1 (Lewis et al., 2000), whose presence at 
the plasma membrane is notably enhanced in comparison to control cells. Moreover, we 
reported alterations in vacuolar morphology, with three different vacuolar staining 
markers, as well as trans-Golgi (TGN) fragmentation. Thus, PtdIns-4,5P2 elimination 
causes severe intracellular trafficking disruption. 
3. PI3K-induced PtdIns-4,5P2 depletion triggers CWI activation  
We have proved that PtdIns-4,5P2 elimination causes a persistent phosphorylation of the 
CWI MAPK, Slt2, as well as up-regulation of transcriptional reporters of this pathway 
such as its main transcription factor Rlm1 (Garcia et al., 2004b), leading to activation of 
the MLP1 promoter (Rodriguez-Pena et al., 2008). These results are consistent with the 
transcriptional profile obtained by DNA microarray analysis of p110α-CAAX expressing 
cells, which is reminiscent to the one obtained upon cell wall damages and fairly 
coincident with the transcriptional fingerprint of CWI activation. The elements involved 
in transmission of the signal through this pathway are Wsc1, Rom2, Rho1 and Pkc1, but 
the hyperactivation of the MAPK module does not seem to be responsible for PI3K-
dependent growth inhibition. Furthermore, we performed a genomic screening on the 
whole genome deletion mutant collection for Myr-p110α phenotypic suppression or 
enhancement, and found, that the deletion of WSC1 or ROM2, among many others, 
suppressed Myr-p110α-induced toxicity, which confirmed that Wsc1 and Rom2 are 
modulators of PI3K lethality and PtdIns-4,5P2–dependent signalling.  
On the other side we have shown that PtdIns-4,5P2 loss at the plasma membrane (Yu et 
al., 2004), provokes depolarization of the actin cytoskeleton in p110α-CAAX-expressing 
yeasts. This was not surprising given that PtdIns-4,5P2 is known to regulate actin 
cytoskeleton function (Saarikangas et al., 2010) and behaves as a marker for polarized 
secretion, driving the attachment of the exocyst to the plasma membrane (He et al., 
2007; Zhang et al., 2008). Actually, we observed attachment defects of several exocyst 
components to the plasma membrane in these conditions, similar to those previously 
described for a mutant version of the exocyst subunit Sec3 unable to interact with this 
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phosphoinositide (Baek et al., 2010). It has been described that, upon thermic stress, 
yeast cells depolarized growth and activates the CWI MAPK cascade, in a manner 
dependent on the upstream CWI components Wsc1-Rom2-Rho1-Pkc1, in order to 
repolarize actin cytoskeleton and to adapt to the stress (Delley and Hall, 1999). We 
propose that Wsc1-Rom2-Rho1-Pkc1 sense PtdIns-4,5P2 elimination and respond to this 
signal by both depolarizing the actin cytoskeleton and activating MAPK signalling. 
However, persistent activation of this pathway is not able to repolarize growth in the 
absence of PtdIns-4,5P2 turnover because actin cytoskeleton function is compromised. In 
line with this, in our genomic screen we found that SRV2 was a strong suppresor of Myr-
p110α growth inhibition. It has been proved that defects in actin cable and polarized 
secretion can be suppressed by mutations in genes that favour actin disassembly, like 
SRV2 (Chaudhry et al., 2013), because these mutations partially reduce actin 
depolimeryzation. 
4. CWI upstream components assemble at recycling endosomes 
upon PtdIns-4,5P2 depletion  
In PI3K expressing cells, Pkc1 is neither located in polarized growth sites nor at the 
plasma membrane, as described for cell wall stimulation conditions. Instead, it is found 
at intracellular compartments, which co-localize with the endosomal marker FM4-64, 
the Rab GTPases Ypt31/32 and the protein Snc1, in an actin-dependent way. These 
GTPases regulate exit and exocytosis of cargoes from TGN as well as recycling of 
proteins from early endosomes, such as the protein Snc1, through its effector Rcy1, 
(Jedd et al., 1997; Chen et al., 2005; Lipatova et al., 2008). It is therefore interesting that 
the absence of RCY1 enhances growth inhibition of Myr-p110α, meaning that this 
process may contribute to cell survival. Interestingly, such Pkc1 location is coincident 
with that of CWI upstream components Wsc1 and Rho1, which suggest that they are 
active in these compartments. Both Pkc1 location and MAPK activation are indeed a 
consequence of PI3K activity, since the treatment with PI3K inhibitor 15e abolishes 
these effects.  
The results obtained in this work support the role of PtdIns-4,5P2 as a plasma membrane 
identity marker in trafficking events, such as endocytosis or exocytosis. We propose that 
CWI module comprising Wsc1-Rom2-Rho1-Pkc1 sense the lack of this molecule, and, as 
a consequence, provoke actin cytoskeleton depolarization and MAPK activation. The 
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former would alter endocytic and exocytic transport, thus resulting in trafficking defects, 
such as the accumulation of recycling endosomes containing Ypt31/32, Snc1, Wsc1, 
Rho1 and Pkc1. Activation of Pkc1 at these compartments would still be able to signal to 
downstream components in the cascade, perhaps in order to promote cell survival. We 
speculate that CWI is activated from recycling endosomes upon persistent PtdIns-4,5P2 
elimination. 
Conclusions 
1. The use of the mutant strain snq2Δ and the presence of 0.003% of the detergent SDS 
optimize PI3K inhibition bioassay in S. cerevisiae, based on recovery of the toxicity 
caused by p110α-CAAX expression.  
2. Among the five commercial inhibitors evaluated, 15e and PI-103 were the most 
potent in this bioassay.  
3. A vip1Δ mutant strain co-expressing p110α with Akt1 must be used to allow the 
detection of Akt inhibitors in the yeast bioassay.  
4. Quality, reproducibility and robustness of PI3K inhibition bioassay for large scale 
screening were proved by the identification of 55 microbial extracts among 9600 
screened in a pilot high-throughput screening (HTS).  
5. Residues Lys410, Arg412, Lys413, and Lys416 in p110α C2 domain are necessary for 
growth inhibition in yeast, being the Ras Binding Domain dispensable for this effect.  
6. Addition of an N-myristoylation signal to p110α causes mild yeast growth inhibition, 
compared to the one achieved by p110α-CAAX. 
7. p110α-CAAX-dependent PtdIns-4,5P2 elimination causes loss of the actin 
cytoskeleton polarity, exocyst plasma membrane attachment defects, intracellular 
endocytic traffic delay and vacuolar and TGN morphology alterations. 
8. Lack of PtdIns-4,5P2 provokes a persistent CWI activation, dependent on the 
receptor Wsc1, the GEF Rom2, the GTPase Rho1 and protein kinase Pkc1, and 
generates a transcriptional profile consistent with this stimulation. 
9. In these conditions Pkc1 co-localizes with Wsc1 and Rho1, Rab GTPases Ypt31/32 
and Snc1 at recycling endosomes, in an actin dependent way. 
10. CWI activation and Pkc1 location are consequence of p110α-CAAX catalytic activity, 
as they are reduced upon treatment with PI3K inhibitor 15e. 
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11. Myr-p110α-induced parcial growth inhibition is enhanced in mutants lacking genes 
related to translation and Golgi components, and is alleviated in mutants lacking 
genes related to RNA processing and CWI components. 
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1. Los fosfoinosítidos como segundos mensajeros en la 
célula eucariótica 
Los fosfoinosítidos son segundos mensajeros lipídicos implicados en la transducción de 
señales intracelular y en el tráfico de membranas a través del reclutamiento de 
efectores y formación de complejos en sitios específicos de actuación. Los 
fosfoinosítidos se generan a partir de la fosforilación del fosfatidil inositol, cuya 
estructura química consta de un anillo de inositol que contiene en posición 1´ un grupo 
fosfato al cual se une una molecula de glicerol esterificada con dos cadenas de ácidos 
grasos que anclan la molécula a las bicapas lipídicas. El anillo de inositol queda pues 
expuesto al lumen intracelular donde puede ser fosforilado en las posiciones 2, 3, 4 y 5, 
para dar lugar a siete posibles especies de fosfoinosítidos (Figura 1) (Di Paolo y De 
Camilli, 2006).  
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Fig.1. Reacciones bioquímicas que dan lugar a las siete especies de fosfoinosítidos, a partir de 
su precursor, el PtdIns; la estructura química de la molécula de PtdIns se muestra a la 
izquierda. Las posibles rutas de interconversión entre ellos se indican con flechas; las flechas 
con línea discontínua corresponden a reacciones que solo han sido demostradas in vitro. Los 
nombres de las enzimas responsables de su síntesis en células de mamífero se indican sobre 
las flechas y, por debajo, los nombres de las fosfatasas (Ptasa). 
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Los fosfoinosítidos, a diferencia de los lípidos estructurales, se presentan en pequeñas 
cantidades en la célula, lo cual denota un papel más importante en señalización que 
meramente estructural. Cada uno de ellos presenta una distribución subcelular 
particular que confiere identidad a un orgánulo en concreto y así permite que los 
procesos de tráfico y transmisión de señales se ejecuten de manera específica en estos 
lugares, razón por la cual desempeñan un papel esencial para la célula eucariótica. La 
conversión entre las distintas especies se lleva a cabo por quinasas y fosfatasas 
específicas (Figura 1), que actúan regulando de manera precisa los niveles de estos 
mensajeros para la homeostasis celular, y cuya localización está a su vez controlada con 
este propósito (McCrea y De Camilli, 2009). Los fosfoinosítidos interaccionan con sus 
efectores principalmente a través de módulos de aminoácidos básicos que confieren 
una carga electrostática positiva a estos últimos que facilita la unión a los primeros, 
cargados negativamente. Estos módulos o dominios se encuentran en numerosas 
proteínas y reciben un nombre dependiendo de sus características y su especificidad por 
el fosfoinosítido (Figura 2) (Lemmon, 2008; Moravcevic et al., 2012). 
El primer módulo de interacción con fosfoinosítidos que se identificó fue el dominio PH 
(Pleckstrin homology), cuya interacción con PtdIns 4,5-P2 fue descrita por Harlan et al. 
(1994). Sin embargo la afinidad de este módulo por un fosfoinosítido en particular es 
Fig.2. Módulos o dominios de proteínas que interaccionan con fosfoinosítidos. La figura 
muestra los distintos dominios de interacción con fosfoinosítidos presentes en determinadas 
proteínas (FYVE, Fab1, YOTB, Vac1 and EEA1; PH, Pleckstrin Homology; PX, Phox homology; 
GOLPH3, Golgi phosphoprotein 3; PTB, phosphotyrosine binding; PROPPINs, β-propellers that 
bind PIs; ANTH, AP180 N-terminal homology; ENTH, epsin N-terminal homology; C2, 
conserved region-2 of protein kinase C; FERM, 4.1, ezrin, radixin, moiesin; PDZ, postsynaptic 
density 95, disk large, zonula occludens) y la especie de fosfoinosítido a la que se unen. 
Tomado de Kutateladze (2010). 
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variable dependiendo de la proteína en la que se encuentre (Lemmon, 2008). 
Actualmente se conocen 11 módulos que interaccionan con fosfoinosítidos con una 
afinidad variable (Figura 2). El reconocimiento del fosfoinosítido por parte de una 
proteína en cuestión es un proceso complejo, que no siempre resulta específico, lo cual 
implica en algunos casos la interacción cooperativa entre varios dominios de la misma 
proteína para incrementar la avidez de la interacción, o la interacción de un mismo 
módulo con dos fosfoinosítidos al mismo tiempo si ambos están presentes en la misma 
membrana (Kutateladze, 2010). 
Entre las funciones desempeñadas de forma general por los fosfoinosítidos en la célula 
eucariótica destacan las siguientes: 
-Señalización: existen numerosos ejemplos de procesos celulares en los que los 
fosfoinosítidos actúan como mediadores en las cascadas de señalización. El ejemplo más 
claro y relevante a este nivel es el ejercido por el PtdIns-3,4,5P3, sintetizado por las PI3K 
de Clase I a partir del PtdIns-4,5P2 (Figura 1). Este fosfoinosítido se presenta en 
cantidades indetectables en condiciones normales en células de mamífero; sin embargo, 
en presencia de un estímulo que active la PI3K de Clase I, los niveles se incrementan 
notablemente desencadenando la activación de la ruta PI3K/Akt. El PtdIns-4,5P2 también 
es el precursor de otros importantes segundos mensajeros, como por ejemplo el Ins-
1,4,5P3 y el diacilglicerol (DAG) (Figura 1) a través de la reacción catalizada por la 
fosfolipasa C (PLC) (Delage et al., 2012), los cuales regulan respectivamente la liberación 
de calcio intracelular y la activación de la proteín quinasa C.  
-Regulación de GTPasas pequeñas: Un gran grupo de proteínas reguladas por los 
fosfoinosítidos son las pertenecientes a la superfamilia Ras de GTPasas de pequeño 
tamaño. La superfamilia Ras se divide en cinco familias: Ras, Rab, Ran, Rho y Arf, cada 
una de las cuales participa en un proceso celular concreto. La familia Ras regula la 
proliferación y la migración; la familia Ran la función del poro nuclear; las familias Rab y 
Arf el tráfico vesicular; y la familia Rho la función del citoesqueleto. Estas proteínas 
desempeñan su función en membranas celulares, a las cuales se anclan covalentemente. 
Las GTPasas pequeñas funcionan como interruptores moleculares que ciclan entre un 
estado inactivo unido a GDP y uno activo unido a GTP, a través del que regulan a sus 
efectores. Su actividad está regulada por dos tipos de proteínas: GAPs (GTPase 
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Activating Proteins) que estimulan la actividad GTPasa, y GEFs (Guanine-nucleotide-
Exchange Factors), que promueven el intercambio de GDP por GTP, y por tanto 
favorecen su estado activo (Shewan et al., 2011). Una característica común a las GAPs y 
GEFs es que suelen presentar dominios de unión a fosfoinosítidos; además, numerosas 
enzimas que metabolizan los fosfoinosítidos, son precisamente efectores de las GTPasas. 
En su estado activo unidas a GTP, las GTPasas pueden cooperar con los fosfoinosítidos 
en el reclutamiento de efectores a las membranas donde ambos están presentes de 
manera coincidente. De esta forma, la actividad de las GTPasas está indirectamente 
regulada espacio-temporalmente por los fosfoinosítidos y la presencia de una 
determinada especie de fosfoinosítido está también influenciada por dichas proteínas 
(Di Paolo et al., 2006; Mizuno-Yamasaki et al., 2012). 
- Regulación del citoesqueleto de actina: los fosfoinosítidos participan a diversos niveles 
en la regulación del citoesqueleto de actina. Existen numerosas proteínas con dominios 
de interacción específicos con fosfoinosítidos, especialmente con PtdIns-4,5P2, que 
están implicadas en la nucleación y filamentación de la actina, principalmente en la 
membrana plasmática. Éste fosfoinosítido se sintetiza a partir de la fosforilación del 
PtdIns-5P o PtdIns-4P por las quinasas PI5P4K y PI4P5K, siendo la ruta mayoritaria de 
síntesis la que cataliza la PI4P5K a partir del PtdIns-4P (Figura 1). Ejemplos de estas 
proteínas son: el regulador del complejo Arp2/3 WASP (Rohatgi et al., 2000); las 
cofilinas, que son los factores despolimerizadores de actina, y que están reguladas 
negativamente por PtdIns-4,5P2 (Lassing y Lindberg, 1985); y la profilina, que regula 
negativamente la polimerización de actina, y también resulta inhibida a través de la 
interacción con este fosfoinosítido (Lassing y Lindberg, 1988). Además, existen otras 
proteínas con módulos de interacción con PtdIns-4,5P2 que regulan la dinámica del 
citoesqueleto. Es característica la presencia de los dominios ENTH/ANTH, dos tipos de 
módulos estructuralmente similares que presentan afinidad por fosfoinosítidos, en 
proteínas implicadas en la endocitosis mediada por clatrina (Itoh y De Camilli, 2006). Por 
otro lado, los fosfoinosítidos regulan la actividad de proteínas Rho, las cuales son a su 
vez esenciales en el control del citoesqueleto y de la polaridad celular. A través de todas 
estas interacciones los fosfoinosítidos participan indirectamente en procesos celulares 
esenciales en los que está implicado el citoesqueleto de actina, como la endocitosis, 
motilidad celular, la citoquinesis y el establecimiento de polaridad celular (Saarikangas 
et al., 2010). 
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- Control e identidad del tráfico intracelular de membranas: la distribución espacial 
específica de fosfoinosítidos permite el mantenimiento de la identidad de los distintos 
compartimentos celulares y la ejecución de sus funciones a través del reclutamiento de 
factores que reconocen inequívocamente estos mediadores. Por ejemplo, el PtdIns-3P 
se concentra en los orgánulos de la ruta endocítica temprana, en fagosomas y en 
autofagosomas; el PtdIns-3,5P2  regula el tráfico en los endosomas tardíos y en la 
vacuola/lisosoma; el PtdIns-4P regula la secreción en el aparato de Golgi, aunque 
también está presente en la membrana plasmática; y el PtdIns-4,5P2  ejecuta sus 
acciones principalmente a nivel de la membrana plasmática. De hecho, se ha descrito 
que este fosfoinosítido forma parte de microdominios, como por ejemplo los “lipid 
rafts”, que son dominios lipídicos que actúan como plataformas de señalización al 
concentrar sustratos y enzimas en el mismo entorno (McLaughlin y Murray, 2005; 
Johnson y Rodgers, 2008; Johnson et al., 2008). En estos lugares es donde se piensa que, 
a través de la concentración de diferentes moléculas y mediadores, se favorece la 
polimerización de actina y la activación de distintas rutas de señalización (Laux et al., 
2000). 
En cada compartimento los correspondientes mediadores lipídicos se asocian a 
efectores con los cuales interaccionan a través de dominios específicos para regular el 
tráfico de vesículas y membranas (Mayinger, 2012 ; Delage et al., 2013). 
- Otras funciones: los fosfoinosítidos también participan en otras funciones particulares. 
Por ejemplo, se ha descrito la presencia de PtdIns-4,5P2 en el núcleo, donde parece 
regular el procesamiento del RNA (Barlow et al., 2010; Keune et al., 2011). También se 
ha relacionado a esta molécula con la regulación de proteínas transmembranales, 
ejerciendo un papel como cofactor de algunos canales de iones y transportadores (Suh y 
Hille, 2008; Rohacs, 2009). 
2. Las fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3Ks)  
2.1. Generalidades 
Las fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3Ks) son proteínas que fosforilan el anillo de inositol 
de los fosfatidilinositoles (PtdIns) en posición 3´, dando lugar a segundos mensajeros 
implicados en la regulación de funciones esenciales para la célula eucariótica como la 
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mitosis, crecimiento, supervivencia y migración celular, tráfico vesicular, metabolismo y 
organización del citoesqueleto, entre otras. Por ello, presentan un papel central en el 
desarrollo de patologías en mamíferos, como en cáncer (Braccini et al., 2012; Zhu y 
Nelson, 2012; Dalton, 2013; Gambardella y Vermeren, 2013).  
Esta gran familia se agrupa en tres clases en función de sus características estructurales, 
de la especificidad por su sustrato in vitro y de su distribución tisular. La Clase I puede 
fosforilar PtdIns-4P y PtdIns-4,5P2 in vitro dando lugar a PtdIns-3,4P2 y a PtdIns-3,4,5P3, 
(Figura 1) pero presenta afinidad sólo por el último in vivo (Cantley, 2002). Las PI3Ks de 
Clase I han sido las más estudiadas y mejor caracterizadas hasta el momento. Son 
heterodímeros formados por una subunidad catalítica de 110 KDa, 
p110α/p110δ/p110β/p110γ, que es la responsable de sintetizar PtdIns-3,4,5P3 in vivo, y 
otra adaptadora. Se pueden dividir en sublases IA (p110α, p110β y p110δ) y IB (p110γ) 
en función de la subunidad regulatoria con la que se asocien. Las primeras se asocian 
con subunidades regulatorias del tipo p85, de las cuales existen cinco variantes (Tabla 
1). Se estimulan en respuesta a receptores con actividad tirosín-quinasa (RTK), salvo la 
isoforma p110β, que también puede hacerlo por receptores acoplados a proteínas G 
heterotriméricas (G Protein-Coupled Receptors; GPCRs) (Kurosu et al., 1997; Maier et al., 
1999; Guillermet-Guibert et al., 2008). La subclase IB, constituida exclusivamente por la 
subunidad p110γ, se asocia con las subunidades regulatorias p101 o p84 y se estimula 
por GPCRs (Metjian et al., 1999). 
Las PI3Ks de Clase II emplean como sustrato el PtdIns-4P in vitro (Figura 1). Carecen de 
subunidad reguladora y están constituidas por una sola subunidad catalítica de gran 
tamaño que se caracteriza por presentar un dominio carboxilo terminal C2 de unión a 
lípidos (Falasca y Maffucci, 2007). Son estimuladas por diversos mediadores 
extracelulares como citoquinas, por ejemplo TNFα, o insulina, entre otros (Ktori et al., 
2003). 
Las de Clase III fosforilan el PtdIns para dar lugar a PtdIns-3P. El único miembro de esta 
clase es Vps34, que regula el tráfico vesicular y se encuentra de forma general en todos 
los organismos eucarióticos (Yan y Backer, 2007). La levadura Saccharomyces cerevisiae 
sólo cuenta con un único representante de la familia de las PI3K, que es precisamente 
Vps34.  
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Clase Subunidad regulatoria Subunidad 
catalítica 
Receptor Distribución 
tisular 
IA p85 (p85α, p55α, 
p50α, p85β, p55γ) 
p110α RTK Ubicua 
  p110β RTK, GPCR Ubicua 
  p110δ  RTK Leucocitos 
IB p101, p84 p110γ GPCR Leucocitos 
Existe una cuarta clase de proteínas relacionadas con la familia PI3K (PIKK, PI3K related 
kinase) (Lempiainen y Halazonetis, 2009), en la cual se incluyen proteín quinasas que 
presentan un centro catalítico similar al resto de los miembros de la superfamilia pese a 
que no fosforilan sustratos fosfoinosítidicos sino proteicos; regulan la transducción de 
señales, como mTor (Target of Rapamycin), o la respuesta al daño de DNA, como ATM 
(Ataxia Telangiectasia Mutated) y DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase). 
2.2. Estructura de las PI3K de Clase IA  
La estructura básica de la subunidad catalítica p110 de las PI3K de Clase IA consta de un 
dominio de unión a la subunidad reguladora o adaptadora (ABD), un dominio de unión al 
producto del oncogen H-Ras (RBD), un dominio C2 de unión a los lípidos de la 
membrana, un dominio helicoidal y un dominio quinasa (Figura 2). Al igual que todas las 
quinasas, contienen un bolsillo de unión a ATP y un sitio de unión a sustrato, que es 
similar entre los miembros de la familia de proteín quinasas (Scheeff y Bourne, 2005). 
Las subunidades regulatorias son responsables de la inhibición de la actividad basal de la 
subunidad catalítica, la estabilización del heterodímero, la localización y la activación en 
condiciones de estimulación de la subunidad catalítica (Yu et al., 1998; Luo y Cantley, 
2005). Presentan un dominio N-terminal SH3 (Src homology 3), un dominio “BH” de 
homología con la Rho GAP (GTPase activating protein) del producto del gen BCR, y dos 
dominios SH2 (Src homology 2) (nSH2 y cSH2) que flanquean una región intermedia 
denominada iSH2 (Vadas et al., 2011). 
Tabla 1. Clasificación de las PI3Ks de Clase I, las distintas isoformas que comprenden, los 
receptores que estimulan su actividad y la distribución tisular que presentan.  
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ABD RBD C2 Helical QuinasaSubunidad 
catalítica
SH3 BH nSH2 iSH2 cSH2Subunidad
regulatoria  
 
2.3. Regulación y activación de las PI3K de Clase IA 
En condiciones basales la subunidad catalítica de las PI3K de Clase IA p110 se halla en el 
citoplasma y su actividad está modulada negativamente a través de la interacción con la 
subunidad regulatoria, la cual estabiliza a p110 y la mantiene en un estado de baja 
actividad  a través de la interacción entre su dominio iSH2 con el dominio ABD de p110 
(Dhand et al., 1994); además se han descrito otras interacciones inhibitorias que se 
producen entre el dominio N-terminal de p85 (nSH2) y el dominio helicoidal de p110 
Fig.3. Representación esquemática de la estructura de las subunidades catalítica y regulatoria 
de las PI3K de Clase IA. En la parte superior de la imagen, un modelo tridimensional de la 
estructura terciaria de la subunidad catalítica p110α en complejo con los dominios nSH2 e 
iSH2 de la subunidad regulatoria p85α, que aparecen en verde y azul intenso en la figura 
tridimensional (Protein Data Bank ID 3HHM). En la parte inferior, la distribución de los 
diferentes dominios de la subunidades catalítica y regulatoria en la estructura primaria de la 
proteína. 
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(Miled et al., 2007). En condiciones de estimulación, se produce la activación de 
receptores con actividad tirosín-quinasa, como por ejemplo EGF-R (Epidermal Growth 
Factor Receptor), IGF-R (Insulin-like Growth Factor Receptor) y HER2 (Human Epidermal 
Receptor 2) y el reclutamiento del dímero p85/p110 desde el citoplasma a la membrana 
plasmática (Figura 4). La subunidad regulatoria interacciona mediante sus dominios 
nSH2 y cSH2 con los residuos de fosfotirosina del receptor y esta interacción libera a la 
subunidad catalítica del efecto regulatorio negativo que ejerce p85, quedando así activa 
para catalizar la conversión del PtdIns-4,5P2 en PtdIns-3,4,5P3 (Yu et al., 1998). 
Adicionalmente, se ha demostrado que la forma activada de la GTPasa Ras, Ras-GTP, 
interacciona con la subunidad catalítica de PI3K a través del RBD, estimulando su 
actividad quinasa de lípidos y promoviendo su total activación (Kodaki et al., 1994; 
Rodriguez-Viciana et al., 1996). Las subunidades catalíticas p110β y p110γ se activan y 
acceden a la membrana plasmática principalmente a través de su interacción con las 
subunidades βγ de las proteínas G heterotriméricas acopladas al receptor GPCR (Kurosu 
et al., 1997; Maier et al., 1999; Guillermet-Guibert et al., 2008). 
2.4. Señalización mediada por la ruta PI3K/Akt 
El PtdIns-3,4,5P3 generado por la acción de las PI3K de Clase IA promueve la 
translocación a la membrana de una serie de proteínas citoplasmáticas, como la proteín-
quinasa B (PKB)/Akt, de la cual existen tres isoformas Akt1, Akt2 y Akt3, y la quinasa 
dependiente de fosfoinosítidos PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1), las cuales 
interaccionan con el PtdIns-3,4,5P3 a través de sus dominios PH (Pleckstrin Homology) y 
quedan de esta manera en un contexto de proximidad en la célula. Una vez en la 
membrana, Akt es fosforilada primeramente por PDK1 en su residuo Thr308 (Alessi et 
al., 1997), y es completamente activada tras sufrir una segunda fosforilación por 
mTORC2 (mTor complex 2) en la posición Ser473 (Sarbassov et al., 2005). Akt a su vez 
fosforila y regula un amplio número de efectores intracelulares (Figura 4) para llevar a 
cabo numerosas funciones celulares. A través de la fosforilación del factor 
proapoptótico BAD [B cell lymphoma 2 (BCL-2) Antagonist of cell Death] (Datta et al., 
1997), de la caspasa 9 (Cardone et al., 1998) y de los factores de transcripción FoxO 
(FOrkhead boX O) (Brunet et al., 1999), Akt inhibe la apoptosis, incrementando la 
supervivencia celular. Por otra parte, a través de la fosforilación inhibitoria de la GSK3-β 
(Glycogen Synthase Kinase 3-β) inhibe la síntesis de glucógeno y estimula la glicolisis y el 
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metabolismo glucídico (Shaw et al., 1997; Foukas et al., 2006). Akt también promueve la 
progresión a través del ciclo celular (Martelli et al., 2012; Vadlakonda et al., 2013). Por 
un lado fosforila e inactiva las proteínas p21 (Zhou et al., 2001) y p27 (Shin et al., 2002), 
cuya función es  inhibir la progresión en el ciclo celular y forman parte de la familia de 
inhibidores de las CDK (Cyclin-Dependent Kinases). Por otro, a través de GSK3-β, activa la 
función de la ciclina D1 (Diehl et al., 1998) y del factor de transcipción c-Myc (Gregory et 
al., 2003).  
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Akt, participa en la regulación de la síntesis proteica y favorece el crecimiento celular y 
la proliferación mediante la quinasa mTOR (Figura 4) (Zoncu et al., 2011; Altomare y 
Khaled, 2012). Esta quinasa se encuentra formando parte de dos complejos en las 
células de mamífero, mTORC1 y mTORC2, que se diferencian en función de las proteínas 
accesorias que junto con mTOR forman parte del complejo. Akt fosforila a TSC2 
(Tuberous Sclerosis Protein 2) (Dan et al., 2002; Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002), 
inhibiendo la actividad del complejo TSC1/TSC2 lo que estimula la actividad de mTORC1; 
esto produce el incremento de la síntesis proteíca a través de la activación de la quinasa 
ribosomal S6K (p70 ribosomal protein S6 Kinase) y de la inhibición de las proteínas de 
unión al factor de iniciación 4EBP1 (inhibitory 4E-Binding Protein 1). El complejo 
Fig.4. Señalización intracelular mediada por PI3K/Akt: principales efectores celulares y 
funciones celulares que regula.  
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mTORC2 parece estar activado por factores de crecimiento y, a diferencia del complejo 
mTORC1, es un activador de Akt (Sarbassov et al., 2005) y regula funciones celulares 
relacionadas con la polarización celular y el citoesqueleto. 
Existen otros efectores celulares que contienen dominios de interacción con PtdIns-
3,4,5P3 que también contribuyen a la señalización mediada por PI3K; tal es el caso de la 
centaurina-α1, que actúa como GAP de la GTPasa Arf6 que participa en la regulación de 
la polimerización de actina (Venkateswarlu et al., 2004), o de la proteín quinasa C atípica 
relacionada con la señalización de insulina (Farese et al., 2005). 
El regulador negativo principal de la ruta PI3K/Akt es la proteína PTEN (Phosphatase and 
TENsin homolog deleted in chromosome ten). PTEN es una lípido fosfatasa que 
desfosforila el PtdIns-3,4,5P3 (Figuras 1 y 4),, ejerciendo una función antagónica a la de 
PI3K, en la cual radica su papel como supresor de tumores (Maehama y Dixon, 1998; 
Maehama et al., 2001). También puede actuar sobre proteínas; de hecho presenta 
actividad proteín fosfatasa sobre sustratos fosforilados en Tyr-, Ser-y Thr- (Zhang et al., 
2012). Sin embargo, su principal función fisiológica in vivo se lleva a cabo 
contrarrestando la activación en la ruta PI3K/Akt (Shi et al., 2012).  
3. PI3K y enfermedad: alteraciones de la ruta implicadas en 
oncogénesis 
Como ya se ha comentado, la actividad PI3K es muy relevante en el control de la 
apoptosis y de la división y proliferación celular. La sobreexpresión o hiperactivación de 
las PI3K de Clase I así como la pérdida de la regulación de alguno de los elementos que 
componen la ruta de señalización en la que interviene esta quinasa y que impliquen un 
incremento en los niveles de PtdIns-3,4,5P3, están íntimamente relacionados con la 
aparición y la progresión de tumores en mamíferos (Hemmings y Restuccia, 2012; 
Martini et al., 2013). Además las alteraciones en la regulación de esta ruta también 
contribuyen a la aparición de otras patologías. De hecho, se ha relacionado a las 
isoformas PI3Kγ y δ, mayoritariamente expresadas en leucocitos, con la alergia y la 
inflamación, la artritis reumatoide y la aterosclerosis (Ghigo et al., 2010). A nivel de los 
cardiomiocitos la hiperactivación de la ruta promueve la hipertrofia cardíaca, lo que 
acaba ocasionando una reducción de la capacidad contráctil del músculo cardíaco 
(Aoyagi y Matsui, 2011). La señalización mediada por esta ruta está también 
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directamente relacionada con la hiperinsulinemia, obesidad, enfermedad metabólica y 
diabetes, dado que la insulina media sus efectos a través de la interacción con 
receptores RTKs que estimulan a PI3K (Schultze et al., 2012; Vucenik y Stains, 2012; 
Braccini et al., 2012). 
Con respecto a la implicación de esta ruta en la oncogénesis, las principales alteraciones 
moleculares que conllevan un aumento en la señalización a través de la ruta PI3K/Akt y 
que confieren, en base a las funciones que ésta regula en la célula, ventajas a las células 
tumorales para su proliferación y supervivencia quedan recogidas en la Tabla 2. 
La hiperactivación de la ruta se puede producir al nivel de los receptores; en ocasiones 
los RTKs pueden hallarse mutados, amplificados o sobreexpresados. Por ejemplo, se han 
aislado mutaciones somáticas de ganancia de función en el receptor EGF-R (Epidermal 
Growth Factor Receptor) en tumores de pulmón, entre los que un 27,54% contienen 
mutaciones en este receptor (COSMIC, Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic). También es muy común la 
amplificación o sobreexpresión de HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) en 
tumores de mama, hasta en un 30%, lo cual ocasiona la activación de la ruta (Arpino et 
al., 2004; De Laurentiis et al., 2005; Ellis et al., 2006). 
En cuanto a la alteración de la propia PI3K, hasta el momento la subunidad catalítica de 
Clase I y, dentro de esta, la isoforma p110α es la que presenta una mayor implicación en 
tumorigénesis (Zhang et al., 2003; Samuels et al., 2004; Steelman et al., 2011; McCubrey 
et al., 2012; Myers et al., 2012). La pérdida de regulación es normalmente la 
consecuencia de la aparición de mutaciones de ganancia de función en el gen PIK3CA, 
que codifica para la subunidad catalítica de la PI3Kα. Existen dos regiones calientes (“hot 
spot”) en los exones que codifican respectivamente para el dominio helicoidal y para el 
dominio quinasa donde se concentran la mayor parte de las mutaciones somáticas en el 
gen PIK3CA que confieren una ganancia de función. De éstas, las más prevalentes entre 
las que se localizan en el primero son E542K y E545K, y ambas implican la pérdida de 
interacción entre el dominio N-terminal SH2 de la subunidad reguladora p85α y la p110α 
(Kang et al., 2005; Miled et al., 2007). Más frecuente aún es la mutación oncogénica 
H1047R, que se localiza en el dominio quinasa y parece inducir un cambio alostérico en  
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Gen (Proteína) Alteración molecular Tejido Referencia 
ERBB2 (HER2) Amplificación o sobreexpresión Mama  (Arpino et al., 2004; De 
Laurentiis et al., 2005; Ellis 
et al., 2006) 
EGFR (E-GFR) Mutación de ganancia de función  Pulmón  COSMIC 
 Amplificación Mama (Arpino et al., 2004; De 
Laurentiis et al., 2005; Ellis 
et al., 2006) 
PIK3CA(p110α) Mutación de ganancia de función Mama, endometrio, tracto 
urinario  
COSMIC 
 Amplificación Ovario (Shayesteh et al., 1999) 
PIK3CB(p110β) Sobreexpresión Próstata (Zhu et al., 2008; Lee et al., 
2010) 
PIK3CD(p110δ) Sobreexpresión Leucemia linfocítica crónica, 
mieloma múltiple, linfoma 
de Hodgkin 
(Tzenaki y Papakonstanti, 
2013) 
PIK3CD(p110γ) Sobreexpresión Leucemia aguda 
linfoblástica 
(Subramaniam et al., 2012) 
PIK3R1(p85α,p5
5α,p50α) 
Mutaciones activadoras que 
eliminan el efecto inhibitorio que 
ejerce la subunidad regulatoria 
sobre la catalítica 
Endometrio , colon, cérvix COSMIC; (Jaiswal et al., 
2009; Urick et al., 2011; 
Cheung et al., 2011)  
PIK3R2(p85β) Mutaciones activadoras que 
eliminan el efecto inhibitorio que 
ejerce la subunidad regulatoria 
sobre la catalítica  
Estómago; endometrio COSMIC; (Cheung et al., 
2011) 
PTEN (PTEN) Mutación de pérdida de función Vulva, endometrio sistema 
nervioso central, piel, colon, 
próstata  
COSMIC 
 
 Deleción Próstata  (Krohn et al., 2012) 
 Disminución de la expresión por 
regulación epigenética 
 (Garcia et al., 2004; Goel et 
al., 2004) 
KRAS (K-Ras)  Mutación de ganancia de función  Páncreas, intestino, tracto 
biliar, pulmón  
COSMIC 
AKT1(Akt1) Mutación de ganancia de función Mama, tracto urinario, 
tiroides y colon  
COSMIC 
AKT2(Akt2) Amplificación  Ovario  (Cheng et al., 1992;Bellacosa 
et al., 1995) 
AKT3(Akt3) Mutación de ganancia de función Melanoma COSMIC (Davies et al., 2008) 
 Amplificación Mama, ovario COSMIC 
Tabla 2. Alteraciones moleculares más frecuentes relacionadas con una hiperactivación de la 
ruta PI3K-Akt en cáncer y los tejidos en que se presentan. 
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la proteína que mimetiza la unión con Ras-GTP (Zhao y Vogt, 2008; Burke et al., 2012). 
Estas mutaciones implican una ganancia en la actividad lípido quinasa de la proteína 
(Carson et al., 2008). También se han hallado una serie de mutaciones en el dominio 
ABD que implican una ganancia en la actividad catalítica de la proteína y no afectan a la 
interacción de p85α con p110α, así como otras de escasa frecuencia distribuidas a lo 
largo de la proteína (COSMIC). Las mutaciones de ganancia de función en este gen 
estánimplicadas en el desarrollo del 24,8% de los tumores de mama, 22,48% de 
endometrio, 17,5% de tracto urinario y 13,5% de colon (COSMIC). Por otro lado, la 
amplificación del gen PIK3CA se ha descrito como un mecanismo de hiperactivación de 
la ruta hasta en el 40% de los tumores de ovario (Shayesteh et al., 1999).  
Con respecto al papel en cáncer de las otras isoformas de la subunidad catalítica de 
PI3K, p110β, p110δ y p110γ, no se han encontrado mutaciones oncogénicas en clínica, 
pese a que se ha descrito que su sobreexpresión induce transformación oncogénica en 
cultivos celulares (Kang et al., 2006). Hay datos que sugieren una relevancia de la 
isoforma p110β en la transformación que se produce en tumores en los que existe una 
previa deficiencia en PTEN (Jia et al., 2008; Wee et al., 2008). La expresión de la 
isoforma p110δ se ha encontrado incrementada en enfermedades proliferativas de las 
células sanguíneas, tales como leucemia linfocítica crónica, mieloma múltiple o linfoma 
de Hodgkin (Tzenaki et al., 2013), por el importante papel que desempeña en éstas. Se 
ha establecido recientemente la implicación de la sobreexpresión de la isoforma p110γ 
también en enfermedades sanguíneas, como la leucemia aguda linfoblástica 
(Subramaniam et al., 2012), así como un posible papel en la metástasis en cáncer de 
mama (Xie et al., 2013). 
Pese a que es menos frecuente, la subunidad regulatoria p85α también está implicada 
en la oncogénesis causada por hiperactivación de la ruta. Existen mutaciones en el gen 
que codifica esta proteína, PIK3R1, que eliminan el efecto inhibitorio que ejerce esta 
subunidad regulatoria sobre la catalítica y que se han encontrado en cáncer de 
endometrio (15%), colon (6,7%) y cérvix (3,7%) (COSMIC). Asimismo se ha descrito la 
existencia de una versión truncada en un linfoma humano, p76, que carece del dominio 
cSH2 (Jucker et al., 2002), lo que pone de manifiesto la importancia del mecanismo de 
inhibición y estabilización de la subunidad regulatoria sobre la catalítica. Se han aislado 
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mutaciones en el gen PIK3R2, que codifica la subunidad regulatoria p85β, en tumores de 
estómago (4,17%) y de endometrio (1,32%) (COSMIC).  
La principal alteración de esta ruta que produce la transformación oncogénica de las 
células es la pérdida de actividad fosfatasa de la proteína PTEN, que regula 
negativamente los niveles de PtdIns-3,4,5P3. Se han encontrado mutaciones en PTEN en 
el 50% de tumores de vulva, en el 38% de endometrio, en el 15% en sistema nervioso 
central, 12% de piel, 11,4% de colon y 10,5% de próstata, entre otros muchos (COSMIC). 
Las mutaciones germinales se presentan muy frecuentemente en ciertos tipos de 
tumores hereditarios; de hecho alrededor del 60–80% de pacientes con PHTSs (PTEN 
Hamartoma Tumour Syndrome), como la enfermedad de Cowden, presentan 
mutaciones de este tipo (Aguissa-Toure y Li, 2012). Éstas son principalmente mutaciones 
de cambio de sentido que afectan al dominio fosfatasa (Orloff y Eng, 2008), aunque 
también se han descrito otras que alteran la ubiquitinación de PTEN preservando su 
actividad catalítica (Trotman et al., 2007). Sin embargo, la mayor parte de las 
alteraciones genéticas en tumores esporádicos son mutaciones somáticas de pérdida de 
función de la proteína, que se localizan frecuentemente en el dominio responsable de su 
actividad fosfatasa. Es común la pérdida alélica de una de las copias del gen en un 30% 
de los casos en que existe alteración en este gen (Singh et al., 1998). Además existen 
alteraciones epigenéticas, como la hipermetilación del promotor, que conlleva una 
disminución en la expresión de PTEN (Garcia et al., 2004a).  
La hiperactivación de la ruta se puede producir también a nivel de la proteína Ras que, 
como se ha mencionado, además de ejercer una gran variedad de funciones en la célula 
de mamífero, regula positivamente la actividad de PI3K. El gen que codifica la proteína 
K-Ras (KRAS) presenta un papel establecido como oncogén en numerosos tumores 
(Baines et al., 2011); las mutaciones de ganancia de función en este oncogén se 
presentan en el 57% de los tumores de páncreas, 37,50% de los tumores de colon, 27% 
de vías biliares y 21% de intestino delgado, entre otros muchos (COSMIC). La subunidad 
catalítica p110α está directamente implicada en la transformación ejercida por estas 
versiones oncogénicas de Ras (Castellano y Downward, 2010). Su contribución a la 
transformación oncogénica en este contexto se demostró en modelos animales en que 
un mutante de p110α incapaz de interaccionar con una versión oncogénica de Ras no 
desarrollaba el proceso tumorigénico (Gupta et al., 2007). 
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Existen también mutaciones somáticas de ganancia de función en los genes que 
codifican las tres isoformas de Akt, AKT1, AKT2 y AKT3, relacionadas con procesos 
oncogénicos. La presencia de mutaciones en el gen AKT1 se ha encontrado en tumores 
de mama (3,53%), tracto urinario (2,73%), tiroides (2,48%) y colon (1,14%) (COSMIC). Es 
frecuente la aparición de la sustitución E17K en el dominio PH de Akt1, la cual hace que 
se localice en mayor medida en la membrana plasmática por aumentar la afinidad en la 
unión con el PtdIns-3,4,5P3 (Carpten et al., 2007). La amplificación de AKT2 se ha 
descrito en tumores de mama y ovario (Cheng et al., 1992; Bellacosa et al., 1995). 
Recientemente se han hallado mutaciones de ganancia de función en el gen AKT3 en 
melanomas (Davies et al., 2008) y su amplificación en tumores de mama (64%) y ovario 
(44%) (COSMIC). 
Las alteraciones descritas se pueden producir además de forma concurrente en varios 
de los elementos implicados en la señalización de la ruta en el mismo tumor. Por 
ejemplo, se ha descrito que aproximadamente el 24% de los tumores de colon 
contienen mutaciones en KRAS y en PIK3CA (Parsons et al., 2005); estas dos mutaciones 
también se presentan de manera conjunta en tumores de endometrio, tiroides y en 
leucemia linfoblástica aguda (Yeang et al., 2008; Xing, 2010). Algunos tumores 
pancreáticos contienen mutaciones en KRAS y amplificaciones en AKT2 (Tuveson y 
Hingorani, 2005). También se han hallado mutaciones en el gen PTEN que co-existen con 
mutaciones en PIK3CA en un porcentaje significativo de tumores (Perez-Tenorio et al., 
2007). 
4. Inhibidores de la ruta de señalización PI3K/Akt 
Debido al importante papel que esta ruta desempeña en la oncogénesis en células de 
mamíferos, las proteínas que la integran son dianas de fármacos antitumorales. La 
investigación en este campo ha promovido el desarrollo de numerosos fármacos 
dirigidos a bloquear la señalización mediada por esta ruta, algunos de los cuales están 
siendo evaluados en ensayos clínicos (Figura 5).  
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4.1. Inhibidores duales de PI3K/mTOR  
Los primeros inhibidores de la activación de esta ruta fueron los compuestos que 
inhibían el complejo mTORC1, como la rapamicina y sus análogos y cuya eficacia en el 
tratamiento de cáncer ha mostrado importantes limitaciones (Mita et al., 2003; Bjornsti 
y Houghton, 2004). Posteriormente se han desarrollado una serie de compuestos que 
bloquean la actividad tanto de PI3K como de la proteín quinasa mTOR. Esta inhibición 
dual se debe a la similitud estructural que existe entre el dominio catalítico de ambas 
proteínas, como se ha mencionado previamente (Lempiainen y Halazonetis, 2009). Esto 
supone una ventaja terapéutica en algunos aspectos ya que supone la inhibición de la 
ruta a distintos niveles: bloqueando la actividad de mTOR en los complejos mTORC1 y 
mTORC2, y la de PI3K. 
Entre estos se encuentra el compuesto PI-103, obtenido por síntesis dirigida y que posee 
mayor selectividad frente a PI3Ks de Clase I. Esta molécula ha demostrado una elevada 
potencia en modelos celulares y animales, pero presenta los inconvenientes de ser 
metabolizada rápidamente y poco soluble (Raynaud et al., 2007). El compuesto NVP-
BEZ235 es otro potente inhibidor dual de mTOR y de PI3K, cuya eficacia frente a la 
transformación inducida por mutantes oncogénicos de PI3K ha sido evaluada en 
modelos animales (Serra et al., 2008; Maira et al., 2008). Se encuentra en ensayos 
Fig.5. Inhibidores de la ruta de señalización PI3K/Akt. Los compuestos que están siendo 
evaluados en ensayos clínicos están señalados en color rojo. 
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clínicos en fase II en tumores de mama, mostrando resultados prometedores y un 
adecuado perfil de toxicidad (Kurtz y Ray-Coquard, 2012), http://www.clinicaltrials.gov]. 
El inhibidor GDC-0980 (Wallin et al., 2011), desarrollado posteriormente, también se 
encuentra en ensayos clínicos en fase I frente a tumores de próstata y mama, entre 
otros (http://www.clinicaltrials.gov). 
4.2. Inhibidores de PI3K 
4.2.1. Inhibidores pan-específicos de PI3K  
La mayoría de los inhibidores de PI3K, como casi todos los inhibidores de las quinasas, 
son inhibidores competitivos que se unen al bolsillo de unión del ATP, bloqueando la 
entrada de ATP. Sin embargo, como ya se ha mencionado, la elevada similitud entre los 
bolsillos de unión a ATP de las quinasas dificulta el desarrollo de compuestos selectivos, 
por lo que la mayor parte de los inhibidores bloquean la actividad de las tres clases de 
PI3K, y por ello se les conoce como inhibidores pan-específicos de PI3K. 
La wortmanina, metabolito natural de origen fúngico, fue el primer inhibidor 
caracterizado de PI3K (Arcaro y Wymann, 1993). Es un inhibidor inespecífico de todas las 
isoformas de PI3K que manifiesta reactividad cruzada con proteín quinasas relacionadas 
estructuralmente, como mTOR, DNA-PK o ATM. Actúa bloqueando el bolsillo de unión 
de ATP de las quinasas mediante unión covalente, causando por lo tanto una inhibición 
irreversible. El primer inhibidor sintético de PI3K fue LY294002, obtenido por la 
compañía Lilly, cuya estructura se basó en la del flavonoide quercetina, inhibidor de 
quinasas de amplio espectro. El estudio de la estructura cristalográfica de la PI3Kγ unida 
a wortmanina, LY294002 y quercetina (Walker et al., 2000) permitió el estudio de las 
interacciones químicas que determinan la inhibición de PI3K. Pese a que estos dos 
compuestos presentan poca selectividad y características farmacocinéticas inadecuadas, 
han servido como herramientas para el desarrollo de nuevos inhibidores de PI3K.  
Actualmente, existen numerosos compuestos que inhiben pan-específicamente PI3K, 
muchos de los cuales se están evaluando en ensayos clínicos. El compuesto ZSTK474 fue 
obtenido mediante síntesis química a partir del LY294002 y manifiesta más potencia que 
éste (Yaguchi et al., 2006; Kong y Yamori, 2007). Se encuentra en ensayos clínicos en 
fase II frente a tumores sólidos en estado avanzado (http://www.clinicaltrials.gov). El 
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inhibidor GDC-0941 (Folkes et al., 2008) se encuentra actualmente en fase II en diversos 
ensayos clínicos frente a tumores de mama [(Martini et al., 2013) 
http://www.clinicaltrials.gov]. Por otro lado, la molécula SF-1126 es un profármaco de 
LY294002 conjugado a un tetrapéptido diseñado para ser activado en la vasculatura del 
tumor, y que inhibe tanto la proliferación del tumor como la angiogénesis (Garlich et al., 
2008). Actualmente se está ensayando frente a tumores sólidos en estado avanzado o 
metastático (http://www.clinicaltrials.gov).  
Otros pan-inhibidores de PI3K que están siendo estudiados en ensayos clínicos son 
BKM120 [(Maira et al., 2012), Novartis], el cual muestra particular selectividad por las 
isoformas de Clase I, BAY80-6946 (Bayer) y PX866 (Oncothyreon) 
[http://www.clinicaltrials.gov (Martini et al., 2013a)]. 
4.2.2. Inhibidores de PI3K selectivos de isoforma  
La inhibición específica de una determinada isoforma de PI3K minimizaría los efectos 
tóxicos colaterales que se derivan de inhibir otras quinasas. Los estudios realizados por 
Knight y colaboradores (Knight y Shokat, 2005; Knight et al., 2006) permitieron el 
estudio de los determinantes de especificidad en la unión de un compuesto a una 
quinasa particular. Existen una serie de inhibidores de PI3K no empleados en clínica que 
resultan selectivos de isoforma como por ejemplo PIK-75 (Hayakawa et al., 2007) y 15e 
(Hayakawa et al., 2006) (inhibidores de p110α), PIK-90 y PIK-93 (Knight et al., 2006) 
(inhibidores de p110α/γ) y PIK39 (inhibidor de p110δ). Todos ellos son sumamente 
potentes, pero debido a su toxicidad e inadecuadas características farmacocinéticas solo 
han sido empleados para el estudio e investigación de la PI3K. 
Hasta el momento los compuestos que han manifestado este tipo de selectividad y se 
están evaluando en clínica son: GDC-0032, un inhibidor específico de la isoforma p110α 
desarrollado recientemente que se encuentra en ensayos clínicos en fase I frente a 
tumores de mama [(Ndubaku et al., 2013) http://www.clinicaltrials.gov]; GSK2636771 
(GlaxoSmithKline), específico frente a p110β, que se encuentra en ensayos en fase I y II 
en tumores en los que existe una previa deficiencia en PTEN 
(http://www.clinicaltrials.gov); y CAL101 (Calistoga Pharmaceuticals), específico de la 
isoforma p110δ, que está siendo empleado en ensayos en fase I frente a leucemia 
linfocítica crónica y linfomas (http://www.clinicaltrials.gov). 
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4.3. Inhibidores de Akt 
El desarrollo de inhibidores de Akt ha sido más tardío con respecto a los de PI3K. La 
inhibición selectiva de Akt resulta particularmente complicada, dado que su bolsillo 
catalítico presenta elevada similitud con el de otras AGC quinasas, como la proteín 
quinasa A (PKA) y la proteín quinasa C (PKC) (Lindsley et al., 2007).  
Parece que la inhibición alostérica de Akt confiere mayor especificidad en el bloqueo 
(Lindsley et al., 2005). En consecuencia, la mayoría de inhibidores de Akt actúan por 
inhibición alostérica. El compuesto AktVIII (Calleja et al., 2009), se une a dos zonas 
funcionalmente distintas de la proteína para impedir la activación de Akt por otras 
proteínas. El inhibidor MK-2206, es asimismo un inhibidor alostérico que está siendo 
evaluado en la actualidad en diversos ensayos en fase I (http://www.clinicaltrials.gov). 
Sin embargo, la perifosina (Kondapaka et al., 2003) es otro inhibidor de Akt que 
pertenece a un amplio grupo de moléculas llamadas alquilfosfolípidos cuyo mecanismo 
de acción de forma general es el bloqueo de la interacción con las membranas (van 
Blitterswijk y Verheij, 2013); la perifosina se une al dominio PH de Akt bloqueando su 
interacción con el PtdIns-3,4,5P3 de la membrana plasmática. Se encuentra en diversos 
ensayos clínicos en fases I y II (http://www.clinicaltrials.gov).  
En general, los inhibidores de la ruta PI3K/Akt que están siendo evaluados en ensayos 
clínicos parecen resultar bastante efectivos y relativamente bioseguros, si bien muchos 
de ellos ocasionan hiperglucemia por bloquear la señalización mediada por la insulina. 
Por ello, aún se requiere incrementar el arsenal de moléculas con actividad frente a PI3K 
o Akt, dado que la optimización de las características farmacocinéticas, la selectividad de 
la terapia sobre las proteínas determinantes de la transformación oncogénica de cada 
tumor en particular y la defensa frente al posible desarrollo de resistencias es esencial 
para que la terapia sea efectiva. 
5. Saccharomyces cerevisiae como modelo en biomedicina 
y plataforma para el descubrimiento de fármacos 
La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular eucariótico que se ha 
empleado empíricamente desde tiempos inmemoriales para la fabricación del vino, el 
pan y la cerveza. Su ciclo biológico presenta dos formas celulares: haploide y diploide. 
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Las células haploides pueden ser de tipo sexual MATa o MATα. Se reproducen 
sexualmente por apareamiento con una célula de tipo sexual opuesto, dando lugar a 
una célula diploide. En condiciones desfavorables las células diploides llevan a cabo la 
meiosis acoplada a un proceso de esporulación, generando un asca con cuatro 
ascosporas, dos de tipo sexual MATa y dos MATα. Actualmente, el profundo 
conocimiento que se ha alcanzado sobre la biología de este organismo y su 
manipulación genética ha motivado una amplia utilización industrial, no sólo para la 
fabricación de estos alimentos sino para otros usos biotecnológicos (producción de 
vacunas, hormonas recombinantes, etc.). En investigación, S. cerevisiae es un organismo 
modelo muy empleado para el estudio de procesos biológicos  a nivel celular, molecular, 
genético y genómico. 
S. cerevisiae presenta numerosas características que lo convierten en un 
microorganismo idóneo como modelo de experimentación. Por ejemplo, su cultivo es 
sencillo, económico y presenta un rápido crecimiento, con un tiempo de generación de 
aproximadamente 90 minutos en condiciones óptimas, lo cual facilita su manejo en el 
laboratorio. Su modificación genética es viable gracias a la facilidad con que se puede 
transformar e integrar DNAs exógenos, o bien inactivar o eliminar sus propios genes. 
Además, dado que puede alternar un ciclo vegetativo haploide y otro diploide mediante 
un ciclo sexual, puede emplearse para la realización de genética mendeliana clásica y la 
obtención de combinaciones de mutaciones múltiples mediante cruzamiento. 
La biología de este organismo está ampliamente caracterizada y, en muchos casos, sirve 
como base para el estudio de la de los organismos eucarióticos superiores en virtud de 
la conservación funcional de muchos procesos. El genoma de S. cerevisiae consta de 16 
cromosomas en los cuales existen algo más de 6000 genes. La secuenciación del genoma 
de este organismo ha permitido el desarrollo de herramientas para el análisis de las 
interacciones que se establecen a nivel molecular dentro de la célula de levadura. Entre 
estas herramientas se encuentran las colecciones de mutantes, tanto haploides como 
diploides, delecionados en cada uno de los genes no esenciales (Winzeler et al., 1999; 
Giaever et al., 2002), que se han reemplazado por una cassette de resistencia a un 
antibiótico y unas secuencias flanqueantes sintéticas que son únicas y permiten su 
identificación. Estas colecciones están siendo muy útiles para la búsqueda de la función 
de numerosos genes a través de análisis fenotípicos sistemáticos (Scherens y Goffeau, 
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2004). Además también permiten el establecimiento de relaciones funcionales entre 
distintos genes. En ocasiones la pérdida simultánea de dos elementos implicados en un 
proceso biológico común puede tener consecuencias fenotípicas, y ello permite el 
hallazgo de interacciones genéticas (Enserink, 2012). Las colecciones pueden asimismo 
ser empleadas para la identificación de dianas de compuestos activos, lo que se 
denomina Chemical-Genomics o Chemical profiling, y supone una importante aportación 
de este organismo modelo a la investigación aplicada. Su objetivo es el establecimiento 
de relaciones funcionales entre genes y compuestos químicos mediante el análisis 
genómico sistemático. La comparación de los efectos que causa el tratamiento con un 
compuesto con el perfil fenotípico que origina un compuesto de actividad conocida, 
puede ayudar a inferir el modo de acción por analogía (Parsons et al., 2004; Hoon et al., 
2008; Hillenmeyer et al., 2008; Hillenmeyer et al., 2010). Además de las citadas 
colecciones de mutantes también se han generado colecciones genómicas de 
sobreexpresión (Ramer et al., 1992; Liu et al., 1992) y de fusiones a GFP para estudios de 
localizacion celular (Huh et al., 2003).  
Por otro lado, en comparación con otros organismos, en levadura existen una gran 
variedad de técnicas que permiten, de forma sencilla, el estudio a gran escala de la 
expresión génica y su regulación, así como de la función de las proteinas en el ámbito de 
la transcriptómica y la proteómica, entre otras (Botstein y Fink, 2011). Además se han 
desarrollado numerosas herramentas bioinformáticas que facilitan el procesamiento de 
los resultados de estos estudios realizados a escala genómica. Gracias a todo ello la 
anotación funcional del genoma de este organismo se encuentra muy avanzada y está 
disponible en numerosas bases de datos, sujetas a una constante actualización, como 
por ejemplo SGD (http://www.yeastgenome.org). 
Además de todo ello, este organismo presenta una gran utilidad para el estudio de los 
procesos moleculares y metabólicos de la célula eucariótica, incluyendo aquellos 
conservados en mamíferos relacionados con trastornos patológicos, tales como 
enfermedades infecciosas, degenerativas y proliferativas, ya que aproximadamente el 
30% de los genes humanos implicados en enfermedades presentan homólogos en 
levadura (Foury, 1997). El abordaje del estudio de enfermedades humanas en este 
organismo puede llevarse a cabo bien por complementación de un mutante con un gen 
humano que pudiese desempeñar una función homóloga en levadura (Osborn y Miller, 
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2007) o bien expresando un gen humano que carece de homólogo, que provoque algún 
fenotipo detectable. En ambos casos el modelo obtenido se denomina “levadura 
humanizada” (Foury, 1997; Mager y Winderickx, 2005). 
5.1. Expresión de genes heterólogos en S. cerevisiae: desarrollo de 
levaduras humanizadas para el estudio de genes implicados en 
patologías 
La expresión de genes humanos que codifican dianas farmacológicas de interés en el 
modelo de levadura ha dado lugar al desarrollo de herramientas extremadamente útiles 
para estudios moleculares y farmacológicos. Por ejemplo, se puede generar una 
“levadura humanizada” en la que se recomponga una ruta o una función celular de la 
cual carezca constitutivamente S. cerevisiae. Ello es posible mediante la expresión de un 
cDNA humano clonado en un plásmido de expresión condicional en esta levadura. En 
muchos casos la proteína expresada ocasiona un fenotipo concreto que permite su 
estudio y análisis en profundidad en este sistema (Bjornsti, 2002;Mager et al., 2005). Por 
ejemplo, Tugendreich et al. (2001) expresaron en levadura numerosos cDNAs que 
codificaban proteínas relacionadas con enfermedades humanas, constatando que 
algunas de ellas causaban un defecto en el crecimiento de S. cerevisiae, como p38, Parp-
1 (human Poly ADP-ribose polymerase), la GTPasa RhoC o la serín treonín quinasa Ark-1, 
entre otras, lo cual permitía la realización de rastreos dirigidos al aislamiento de 
mutaciones que anulasen dicho efecto. 
Los estudios realizados en levaduras humanizadas han contribuido notablemente al 
conocimiento de patologías del sistema nervioso que cursan con la formación de 
agregados proteicos insolubles (Braun et al., 2010). Se han establecido modelos para el 
estudio de la α-sinucleína, proteína que se acumula en la demencia y en el Parkinson, en 
los cuales la expresión de esta proteína causa la inhibición del crecimiento de la 
levadura, reproduciendo la formación de cuerpos de inclusión que se generan en las 
neuronas corticales por alteración del metabolismo lipídico y del tráfico vesicular 
(Outeiro y Lindquist, 2003; Outeiro y Giorgini, 2006; Zabrocki et al., 2008). Asimismo se 
han empleado levaduras humanizadas para el estudio de enfermedades en las que la 
aparición anormal de secuencias de poliglutaminas en las proteínas conlleva su 
agregación, como sucede en la enfermedad de Huntington. En presencia de las 
proteínas priónicas endógenas de la levadura, la huntingtina forma agregados en 
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levadura que resultan igualmente citotóxicos (Meriin et al., 2002; Duennwald et al., 
2006). Este modelo también se ha empleado en la búsqueda de proteínas supresoras de 
dicha actividad (Muchowski et al., 2000; Krobitsch y Lindquist, 2000). Se han realizado 
estudios en levadura para evaluar la toxicidad de una versión que se secreta de la 
proteína β-amiloide, característica de la enfermedad de Alzheimer (Bharadwaj et al., 
2010). También se ha expresado la proteína TD43, relacionada con otras enfermedades 
neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrófica. La expresión de esta proteína 
en levadura también resulta tóxica y ha permitido el hallazgo de proteínas que 
interaccionan funcionalmente con ella y modulan su toxicidad tanto en levaduras como 
en neuronas (Johnson et al., 2008; Elden et al., 2010).  
Asimismo se han generado levaduras humanizadas para el estudio de otras patologías, 
como por ejemplo el cáncer. Nuestro grupo de investigación desarrolló una levadura 
humanizada mediante la expresión de la proteína oncogénica PI3K y el supresor de 
tumores PTEN (Andres-Pons et al., 2007). La apoptosis también ha sido profundamente 
estudiada en levaduras humanizadas (Carmona-Gutierrez et al., 2010; Silva et al., 2011). 
La expresión del factor antiapoptótico Bcl2 previene la muerte celular e incrementa la 
longevidad celular de S. cerevisiae (Longo et al., 1997). Por el contrario, la expresión 
heteróloga del factor pro-apoptótico Bax en levadura produce la liberación de citocromo 
C y la muerte por apoptosis de la célula de levadura (Eisenberg et al., 2007).  
Como variante a las levaduras humanizadas cabe mencionar que S.cerevisiae también 
resulta útil para la expresión de otros genes ausentes de forma natural en este 
organismo, como por ejemplo factores de virulencia de microorganismos patógenos. En 
este sentido es un modelo excelente de célula hospedadora para el estudio de proteínas 
translocadas por las bacterias patógenas al citoplasma de la célula eucariótica, ya que 
muchas de las dianas celulares de dichos factores están conservadas (Valdivia, 2004; 
Arnoldo et al., 2008; Siggers y Lesser, 2008). Por ejemplo, Fernandez-Piñar et al. (2012) 
pusieron de manifiesto que la diana del factor de virulencia de Salmonella SteC en 
levadura es Cdc24, la GEF de la GTPasa Cdc42. Asimismo Rodríguez-Escudero et al. 
(2011a) demostraron que los efectos de la fosfatasa SopB translocada por Salmonella al 
interior de las células del epitelio intestinal, se deben en parte a la interacción directa 
con Cdc42. También se han expresado de forma heteróloga en levadura factores de 
virulencia de otros patógenos humanos no bacterianos, como el antiportador Ca2+/H+ 
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(Salcedo-Sora et al., 2012) o la dihidrofolato reductasa (Bilsland et al., 2011) de 
Plasmodium, el parásito causante de la malaria. 
5.2. Estrategias para la investigación con levaduras humanizadas 
Como ya se ha mencionado, la interferencia en el crecimiento o la aparición de un 
fenotipo que se produce cuando se expresa un gen humano en levadura permite su 
estudio y análisis fácilmente en este organismo. La levadura ofrece numerosas 
posibilidades con este fin, algunas de las cuales están incluidas en la Figura 6. 
El análisis mutagénico aporta valiosa información acerca de la relación estructura-
actividad de la proteína de estudio (Beukers y Ijzerman, 2005). En primer lugar, se puede 
llevar a cabo un estudio funcional directo del gen a través de mutagénesis dirigida y así 
relacionar el fenotipo que se produce en estas condiciones con el efecto de la mutación 
introducida. Una técnica más sistemática de mutagénesis dirigida que puede emplearse 
cuando no se sabe con precisión qué residuos específicos se deben mutar es la llamada 
“Alanine scanning”. Ésta consiste en reemplazar sistemáticamente una serie de residuos 
por alanina, ya que su pequeño tamaño y ausencia de carga anula la función del 
aminoácido al que sustituye. De manera inversa, se pueden introducir mutaciones al 
azar en el gen de estudio empleando una PCR con tendencia a error y posteriormente 
seleccionar aquellos mutantes en los que se manifieste un efecto concreto, por ejemplo, 
la pérdida de estabilidad de proteína o la ganancia de función. Esta técnica resulta 
particularmente interesante para el estudio de genes cuya relación estrucura-actividad 
no se encuentra caracterizada. Ambas aproximaciones se han llevado a cabo por nuestro 
equipo de investigación. Inicialmente, Andrés-Pons et al. (2007) identificaron nuevas 
mutaciones de pérdida de función de la fosfatasa PTEN mediante mutagénesis al azar. 
Posteriormente Rodríguez-Escudero et al. (2011b) llevaron a cabo un análisis estructural 
y funcional sobre diferentes dominios de PTEN a través de “Alanine scanning”, con el 
que confirmaron el efecto de mutaciones halladas en clínica y aislaron nuevas 
mutaciones que conferían pérdida de función y, por tanto, de su actividad supresora 
tumoral. 
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Otra estrategia que permite la investigación en levaduras humanizadas implica el uso de 
la colección genómica de mutantes de levadura, para la búsqueda de mutantes en los 
que el fenotipo derivado de la expresión del gen humano se vea modificado. Esto 
permite el establecimiento de relaciones funcionales entre la proteína humana y los 
procesos que desencadena en la célula de levadura para ejercer su efecto. Esta 
estrategia es igualmente aplicable cuando se expresan de forma heteróloga otros genes, 
como los que codifican factores de de virulencia bacterianos. Por ejemplo, Alto et al. 
(2006), expresaron en la colección de mutantes de levadura el factor de virulencia de 
Shigella IpgB2, y descubrieron mediante este método que esta proteína activa la 
señalización a través de una ruta de MAPK de levadura, dado que en mutantes de esta 
Fig.6. Estrategias para la investigación con levaduras humanizadas. El cDNA de interés 
clonado en un plásmido de expresión condicional en levaduras ocasiona la inhibición de su 
crecimiento. Esto permite llevar a cabo estudios funcionales mediante técnicas de 
mutagénesis; rastrear colecciones de compuestos en busca de moléculas que recuperen el 
crecimiento; y realizar estudios genéticos indirectos, para determinar posibles moduladores 
del fenotipo (que se indican en rojo y en verde en la placa multipocillo) empleando tanto la 
colección de mutantes delecionados en genes no esenciales como la colección genómica de 
sobreexpresión. Los resultados obtenidos en este sistema deben ser validados en líneas 
celulares.  
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ruta se suprimía el efecto inhibitorio que esta proteína provoca. De forma análoga, se 
puede utilizar la colección genómica de sobreexpresión o una simple genoteca de S. 
cerevisiae para la búsqueda de genes cuya sobreexpresión alteren en el efecto 
ocasionado por el gen humano. 
En muchas ocasiones, el proceso molecular por el que la proteína heteróloga causa el 
fenotipo en levadura se encuentra conservado con respecto a la célula de mamífero, y 
en este caso se puede inferir cuál es el proceso alterado en la célula hospedadora. Esto 
ha sucedido, por ejemplo, con las proteínas implicadas en enfermedades 
neurodegenerativas que generan agregados tanto en neuronas como en la célula de 
levadura. Treuch et al. (2011) hallaron como moduladores de la toxicidad ejercida por la 
proteína β-amiloide en levadura genes relacionados con la endocitosis, que 
demostraron ser factores de riesgo para padecer esta enfermedad. Chung et al. (2013) 
establecieron la relación entre la toxicidad mediada por la α-sinucleína y el estrés 
nitrosativo en levadura y lo validaron posteriormente en neuronas.  
Por último, las levaduras humanizadas pueden emplearse también para el 
descubrimiento de moléculas activas que sean capaces de eliminar el efecto que el gen 
humano ocasiona en levadura, aplicación que se desarrollará en el siguiente epígrafe.  
5.3. Levaduras humanizadas para el descubrimiento de moléculas 
con aplicación terapéutica en patologías humanas 
Además de presentar gran utilidad para el análisis funcional y genético in vivo de 
proteínas heterólogas, las levaduras humanizadas son un sistema ideal para la 
identificación de compuestos químicos capaces de interferir con la proteína expresada y 
modificar el efecto que ésta ocasiona en la levadura. Los bioensayos en levadura son 
fáciles de automatizar para la realización de rastreos a gran escala de colecciones de 
compuestos (High-throughput screening, HTS). Este tipo de rastreos están generalmente 
basados en la detección de crecimiento en medio líquido en placas multipocillo en 
presencia de un compuesto capaz de revertir la inhibición causada por la expresión de la 
diana heteróloga. Existen numerosos ejemplos de compuestos hallados o validados en 
levaduras humanizadas. Perkins et al. (2001) lograron reproducir en levadura la 
actividad de compuestos inhibidores de las poli-ADP-ribosa polimerasas 1 y 2 (PARP-1 y 
PARP-2) y, con ello, detectar nuevas moléculas con potencial actividad antitumoral que 
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eliminaban la inhibición de crecimiento que ocasionaba la expresión de estas proteínas. 
Recientemente han sido validados también diversos compuestos que inhiben la 
agregación de la proteína β-amiloide (Lopez et al., 2012) y la toxicidad de la α-sinucleína 
en levadura (Tardiff et al., 2013). 
Sin embargo, la realización de bioensayos farmacológicos en levadura, bien sea en 
levaduras humanizadas o en levaduras que expresan proteínas heterólogas de 
patógenos, puede presentar algunos obstáculos. S. cerevisiae presenta una gruesa pared 
celular escasamente permeable al paso de compuestos químicos; además cuenta con 
una serie de transportadores ABC (ATP binding cassette), presentes en la membrana 
plasmática, que expulsan compuestos desde el medio intracelular por un mecanismo 
dependiente de ATP, actuando como bombas de destoxificación. Ello dificulta que se 
alcancen elevadas concentraciones intracelulares de estos compuestos en este 
organismo (Prasad y Goffeau, 2012). Para tratar de minimizar este tipo de problemas, se 
han generado cepas en las que los principales transportadores (Pdr5 y Snq2) 
(Kolaczkowski et al., 1998) se han eliminado o que manifiestan una permeabilidad 
incrementada en la membrana plasmática mediante la alteración de la síntesis del 
ergosterol (utilizando por ejemplo mutantes erg6Δ) (Bard et al., 1978), así como cepas 
que combinan dichas mutaciones (Zunder et al., 2008). También se han utilizado, por 
ejemplo, cepas carentes de los factores de transcripción PDR1 y PDR3, que regulan la 
expresión de las bombas de expulsión de compuestos, en un HTS para la búsqueda de 
inhibidores de la α-sinucleína (Su et al., 2010). Estas mismas cepas han sido también 
empleadas en rastreos para la búsqueda de inhibidores de la exoenzima S de P. 
aeruginosa, los cuales podrían ser potenciales antimicrobianos al inhibir este factor de 
virulencia de la bacteria (Arnoldo et al., 2008). 
El considerable éxito obtenido en la aplicación de herramientas y estrategias genómicas 
de S. cerevisiae para el estudio funcional de proteínas relacionadas con enfermedades 
humanas, así como para el descubrimiento de nuevas dianas y de nuevas moléculas con 
actividad biológica, pone de manifiesto que esta levadura constituye un modelo 
experimental idóneo para este tipo de estudios, que puede contribuir al hallazgo de 
mecanismos de acción y de fármacos con utilidad en clínica. 
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6. Transducción de señales en S. cerevisiae: la ruta de 
integridad celular 
Como todos los organismos eucarióticos, S. cerevisiae es capaz de percibir los estímulos 
extracelulares y responder regulando la expresión de determinados genes necesarios 
para hacer frente a las condiciones ambientales. Para ello cuenta con rutas de 
transducción de señales que, de forma general, perciben de manera altamente sensible 
la presencia de un estímulo en la membrana plasmática y lo amplifican a través de 
cascadas de señalización intracelular para dar lugar a una respuesta transcripcional. 
Dentro de estas rutas se encuentran las mediadas por MAPKs (Mitogen Activated 
Protein Kinases), que se caracterizan por presentar un módulo básico de tres quinasas 
cuya activación se produce secuencialmente por fosforilación (Huang y Ferrell, 1996; 
Ferrell, 1996). En S. cerevisiae existen cinco rutas de MAPKs que regulan distintos 
procesos celulares en respuesta a diferentes estímulos (Figura 7): la ruta de 
apareamiento, la de filamentación, la ruta de alta osmolaridad, la ruta implicada en la 
formación de la pared de la espora y por último, la ruta de integridad celular (Molina et 
al., 2010; Hamel et al., 2012), a la que nos referiremos a continuación. 
6.1. La ruta de integridad celular (CWI) 
La pared celular de S. cerevisiae es una matriz extracelular que determina la morfología 
celular y actúa como barrera frente a agresiones mecánicas y físicas, así como a cambios 
en la presión osmótica en el medio ambiente. Está compuesta por una capa interna 
constituida por una red de β-1,3-glucano y quitina, que le confiere las propiedades 
estructurales de elasticidad y resistencia; y una externa de glicoproteínas ricas en 
manosa, entre las que están altamente representadas las proteínas con anclaje GPI 
(glicosilfosfatidilinositol), que se secretan desde el medio intracelular (Orlean, 2012). 
Esta estructura tiene la capacidad de poder remodelarse en condiciones de crecimiento 
normal de la célula, así como en situaciones de estrés. Para ello la célula cuenta con la 
ruta de integridad celular (CWI, por Cell Wall Integrity), la cual permite la reorganización 
de la pared celular durante los procesos morfogenéticos así como la adaptación celular 
en respuesta a diversos estímulos externos que dañan dicha estructura. Entre éstos cabe 
mencionar el estrés térmico, el estrés hipoosmótico, la turgencia en la membrana 
plasmática, el estrés en el ER, el estrés inducido por agentes químicos y por mutaciones 
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que impliquen alteraciones en la biogénesis de la pared celular. La estimulación de la 
ruta CWI tiene la función de promover la reparación de la pared celular y mantener su 
integridad en dichas condiciones. La activación de esta cascada se lleva a cabo de forma 
general en sitios de crecimiento polarizado, donde los componentes de esta ruta se 
ensamblan gracias a la presencia de determinadas proteínas con función de andamiaje 
(Levin, 2011). 
 
 
La ruta se activa a través de cinco sensores: Wsc1, Wsc2, Wsc3, Mid2 y Mtl1 (Jendretzki 
et al., 2011) (Figura 8). Estos sensores presentan un dominio extracelular rico en serinas 
y treoninas, un dominio transmembranal a través del cual se anclan a la pared celular y 
la membrana plasmática y una región citoplásmica. Actúan como mecanosensores que 
funcionan como “nanomuelles”. Los cambios o agresiones tanto en la pared celular 
como en la membrana plasmática generan una presión mecánica en los dominios 
extracelulares que inducen un cambio conformacional que provoca la interacción de las 
Fig.7. Representación esquemática de las rutas de MAPK en S. cerevisiae Tomado de Hamel 
et al (2012). 
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regiones citoplásmicas con los elementos intracelulares de la ruta (Dupres et al., 2009). 
De todos los receptores, Wsc1 y Mid2 presentan el papel más importante en la 
respuesta a las agresiones y estímulos que activan la ruta CWI. Con respecto a la 
especificidad que manifiestan por el tipo de estímulo que perciben, se ha propuesto que 
Wsc1 responde principalmente frente a estímulos térmicos (Verna et al., 1997; Gray et 
al., 1997) y a algunos compuestos que inhiben a la glucán sintasa, como la caspofungina 
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(Bermejo et al., 2010), mientras que Mid2 transmite la señal mediada por la feromona 
(Ono et al., 1994) y por los agentes blanco de calcoflúor (Ketela et al., 1999) y rojo 
Congo (Bermejo et al., 2010). El receptor Wsc1 presenta una localización polarizada en 
sitios de crecimiento y remodelación de la pared celular, como son las yemas 
emergentes o el cuello que separa la célula madre y la yema (Delley et al., 1999), 
mientras que Mid2 se distribuye en la membrana plasmática de forma no polarizada 
(Straede y Heinisch, 2007). La localización de los receptores está regulada mediante 
endocitosis. De hecho, cada receptor presenta una señal específica para su 
Fig.8. Representación esquemática de la ruta de integridad celular CWI en S. cerevisiae.  
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internalización. Esto contribuye a que los receptores se concentren en las zonas donde 
se requiere su activación (Piao et al., 2007; Wilk et al., 2010). 
Cuando Wsc1 y Mid2 son estimulados, su dominio citoplásmico favorece una serie de 
interacciones moleculares que conducen a la activación de la GTPasa pequeña Rho1 
(Figura 8). La transformación de la forma inactiva Rho1-GDP a su estado activo Rho1-
GTP es posible gracias a la participación de las GEFs Rom2 (Ozaki et al., 1996), Rom1 y 
Tus1 (Schmelzle et al., 2002). Rom2 no solo recibe estimulación mediante la formación 
de un complejo con Wsc1 activo (Philip et al., 2001), sino que también es estimulado por 
la quinasa Tor2 (Schmidt et al., 1997). Además, Rom2 y su homólogo Rom1 presentan 
un dominio PH en su extremo C-terminal responsable de su reclutamiento a la 
membrana plasmática de forma dependiente de la presencia de PtdIns-4,5P2 (Audhya y 
Emr, 2002). La inactivación de Rho1 está mediada por cuatro GAPs conocidas como 
Bag7, Sac7, Bem2 (Schmidt et al., 2002) y Lrg1 (Roumanie et al., 2001). Rho1 es una 
proteína esencial en S. cerevisiae y, además de activar la ruta CWI, presenta numerosos 
efectores mediante los cuáles controla otros procesos (Bi y Park, 2012). En su estado 
activo unido a GTP, Rho1 transfiere el estímulo a seis efectores (Figura 8): las glucán 
sintasas Fks1 y Fks2, a través de las cuales promueve la síntesis del β-1,3-glucano de la 
pared celular (Qadota et al., 1996; Mazur y Baginsky, 1996); la formina Bni1, que induce 
la polimerización del citoesqueleto de actina (Kohno et al., 1996; Fujiwara et al., 1998); 
el componente del exocisto Sec3, a través del cual favorece la secreción polarizada (Guo 
et al., 2001); el factor de transcripción Skn7, que regula la expresión de genes 
involucrados en la biogénesis de la pared celular (Alberts et al., 1998); y la proteín 
quinasa C1 (Pkc1), que controla la ruta CWI (Kamada et al., 1996).  
Rho1 se localiza en la membrana plasmática en sitios de crecimiento polarizado 
(Yamochi et al., 1994; Qadota et al., 1996), aunque el mecanismo que dirige su 
polarización no está muy esclarecido. Su papel como regulador del citoesqueleto de 
actina es muy complejo. Por un lado se ha descrito su interacción con la formina Bni1, 
directamente (Kohno et al., 1996; Fujiwara et al., 1998), aunque es posible que algunos 
efectos sobre la regulación de la actina se lleven a cabo indirectamente a través de la 
activación de su otro efector, Pkc1 (Helliwell et al., 1998; Dong et al., 2003). La 
exposición de la célula a determinados tipos de estrés produce una despolarización del 
citoesqueleto de actina mediada por Rho1, efecto que requiere a Pkc1 pero es 
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independiente de la función de la ruta CWI, mientras que la repolarización posterior 
depende directamente de dicha cascada de MAPKs (Delley et al., 1999).  
Pkc1 es el único homólogo en levadura de la proteín quinasa C de mamíferos (Levin et 
al., 1990). Es una protein quinasa C atípica porque, a diferencia del resto de los 
miembros de la familia de proteín quinasas C, carece del dominio regulatorio de unión a 
calcio, y por tanto su actividad es independiente de la presencia de este catión, pero 
presenta dominios de unión a Rho1 (Antonsson et al., 1994; Watanabe et al., 1994). Se 
encarga principalmente de fosforilar y así activar el módulo característico de MAPKs de 
la ruta CWI, pero además presenta otras funciones  relacionadas con la regulación del 
huso mitótico (Khalfan et al., 2000; Hosotani et al., 2001) y la regulación del 
citoesqueleto de actina a través de la quinasa Tor2 (Helliwell et al., 1998) y de la 
activación de la formina Bni1 (Dong et al., 2003). Pkc1 se localiza intracelularmente en 
sitios de crecimiento polarizado (Andrews y Stark, 2000). En las fases G1 y S lo hace en 
las yemas emergentes o en la parte apical de éstas, al igual que ocurre con Rho1. 
Durante la fase G2 se despolariza y durante la mitosis se ubica en el cuello entre la célula 
madre y la yema, para lo cual precisa de una estructura de microfilamentos asociada 
dicha región, denominada anillo de septinas (Denis y Cyert, 2005).  
En la ruta CWI, cuando Pkc1 es activada por Rho1 fosforila a la MAPKKK Bck1 (Lee y 
Levin, 1992), que a su vez fosforila a las MAPKKs redundantes Mkk1 y Mkk2 (Irie et al., 
1993) y finalmente éstas fosforilan a la MAPK Slt2/Mpk1 (Soler et al., 1995) (Figura 8). 
Una vez fosforilada, Slt2 es capaz de activar al factor de transcripción Rlm1 (Watanabe 
et al., 1995) y al complejo dimérico SBF (Swi4/6) (Madden et al., 1997). El factor Rlm1 es 
el principal regulador de la respuesta transcripcional mediada por la activación de la ruta 
CWI (Garcia et al., 2004b) mientras que SBF es activado directamente por Slt2 mediante 
un mecanismo no catalítico (Kim et al., 2008). Uno de los genes regulados por Rlm1 es 
MLP1, el cual codifica una pseudoquinasa llamada Mlp1 (Mpk-like protein), para la que 
se ha descrito que, al igual que Slt2, también es capaz de activar la transcripción a través 
del complejo SBF (Kim et al., 2008). Estos factores de transcripción son encargados de 
regular la expresión de genes implicados en la síntesis y reparación de la pared, 
reorganización del citoesqueleto de actina y redireccionamiento de vesículas secretoras 
a los lugares de crecimiento polarizado. La regulación negativa de la ruta de integridad 
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se lleva a cabo por proteín fosfatasas que desfosforilan a la MAPK Slt2 (Martin et al., 
2005).  
7. Polaridad celular y citoesqueleto de actina en S. 
cerevisiae 
El citoesqueleto de actina es el elemento estructural clave para el mantenimiento de la 
polaridad celular en S. cerevisiae, la cual es esencial para el crecimiento de la nueva 
célula emergente en el proceso de gemación en S. cerevisiae, así como para la formación 
de proyecciones en el proceso de apareamiento (shmoos). De forma general, la actina se 
encuentra en forma monomérica globular (actina-G) y puede polimerizar dando lugar a 
filamentos de actina (actina-F). La conversión entre ambas formas es un proceso 
dinámico llevado a cabo por proteínas reguladoras de la polimerización de actina, que 
promueven su nucleación, como las forminas o el complejo Arp2/3, o su 
despolimerización, como la cofilina (Campellone y Welch, 2010). 
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Fig.9. Organización del citoesqueleto de actina en levadura. Las GTPasas Cdc42 y Rho1 se 
encargan de dirigir la polarización de la célula, de favorecer a través de las forminas la 
polimerización del citoesqueleto de actina y direccionar el tráfico vesicular a través del 
citoesqueleto (las vesículas se indican en verde). El citoesqueleto de actina polimeriza por 
acción del complejo Arp2/3 en forma de patches en zonas activas de la membrana donde se 
produce la endocitosis. La cubierta de clatrina se esquematiza en gris.  
Introducción 
 
 
49 
 
Las tres principales estructuras en que se organiza el citoesqueleto de actina en S. 
cerevisiae son los cables, los patches de actina y el anillo de actomiosina (Figura 9). Los 
primeros son largos haces de filamentos de actina que se orientan en el sentido del eje 
de crecimiento polarizado y son las vías conductoras a través de las cuales se produce el 
transporte de vesículas unidireccionalmente hacia el lugar de crecimiento polarizado. 
Los segundos son estructuras dinámicas que se generan en la membrana plasmática y 
marcan lugares donde se inicia la endocitosis. El anillo de actomiosina es una estuctura 
contráctil que permite que se lleve a cabo el proceso de citoquinesis una vez se ha 
producido la mitosis (Bi et al., 2012). 
El control del citoesqueleto de actina está mediado principalmente por proteínas 
reguladoras de la polimerización de actina que ejercen su función gracias a su 
ensamblaje en la membrana plasmática a través de la interacción con los fosfoinosítidos, 
así como en respuesta a la señal de GTPasas de la familia Rho. En levadura, estas 
GTPasas son las responsables de mantener la polaridad celular en los momentos de 
“ruptura de simetría” que tienen lugar en la célula cuando el crecimiento se polariza 
hacia la yema emergente, si la célula está sufriendo mitosis, o hacia la proyección de 
apareamiento, si la célula activa el programa de apareamiento en presencia de 
feromona (Pruyne y Bretscher, 2000; Slaughter et al., 2009; Johnson et al., 2011). La 
principal GTPasa que coordina la polaridad en S. cerevisiae es Cdc42. A través de sus 
GEFs, la forma activada de esta proteína (Cdc42-GTP) se concentra en un punto 
concreto, haciendo así que los cables de actina se orienten específicamente hacia este 
lugar y la secreción de la célula se polarice en este sentido (Park y Bi, 2007). Tanto Cdc42 
como las GTPasas de tipo Rho (Rho1/3/4), también implicadas en el control de la 
polaridad celular, activan a las forminas Bni1 y Bnr1, que promueven la polimerización 
de actina (Perez y Rincon, 2010; Bi et al., 2012). 
8. Tráfico intracelular de membranas en S. cerevisiae 
8.1. Endocitosis en S. cerevisiae 
La endocitosis es el proceso por el cual los componentes de la membrana plasmática así 
como del medio extracelular son englobados para dar lugar a vesículas citoplásmicas, 
que se fusionarán con compartimentos endocíticos tempranos, que posteriormente se 
convertirán en tardíos, bien para ser reciclados y volver nuevamente a la membrana, o 
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bien para ser degradados en el lisosoma o en la vacuola. Este proceso le sirve a la célula 
eucariótica para adquirir nutrientes, regular respuestas a estímulos y mantener la 
composición de la membrana plasmática. La polimerización de actina en determinadas 
zonas de la membrana, “patches”, es esencial para el proceso de internalización 
endocítica (Figura 9). De hecho, en S. cerevisiae se ha demostrado que la falta de 
proteínas reguladoras del citoesqueleto de actina o la inhibición de su polimerización 
con agentes farmacológicos bloquea el proceso endocítico (Kubler y Riezman, 1993; Geli 
y Riezman, 1996; Ayscough, 2000). En eucariotas superiores se han descrito numerosas 
rutas endocíticas; sin embargo, la levadura S. cerevisiae solo lleva a cabo la endocitosis 
mediada por clatrina (Clathrin-Mediated Endocitosis, CME), si bien recientemente se ha 
descrito una vía independiente que podría funcionar de forma residual cuando la 
endocitosis mediada por clatrina se encuentra bloqueada (Prosser et al., 2011).  
La primera etapa en el proceso de endocitosis mediado por clatrina consiste en la unión 
de cargos extracelulares a receptores en la membrana plasmática. Los receptores unidos 
al ligando u otras proteínas de membrana que requieran ser endocitadas son 
secuestrados por proteínas adaptadoras, que acuden de forma precisa a los sitios de 
iniciación y forman una red en este lugar. La participación de los fosfoinosítidos en el 
proceso endocítico resulta importante ya que actúan como co-receptores en el 
reclutamiento y regulación de la maquinaria endocítica en la membrana plasmática. 
Primeramente se produce la llegada de una serie de proteínas estructurales, como la 
clatrina, y adaptadoras, como Sla1, Sla2 y End3, que van formando una red que 
constituye la cubierta (coat) de la futura vesícula endocítica. A continuación acuden 
diversas proteínas que regulan la actividad del complejo de nucleación de actina Arp2/3, 
lo cual culmina con la formación de un patch de actina en el sitio de endocitosis y la 
aparición de proteínas de unión al citoesqueleto de actina (Figura 9). La polimerización 
de actina es vital para que se genere la fuerza necesaria para la deformación de la 
membrana, la fisión de la vesícula de la membrana plasmática y el movimiento de ésta 
hacia el interior celular. La maquinaria endocítica se desprende de la vesícula endocítica 
pero las proteínas de unión a actina permanecen con ella (Kaksonen et al., 2006; 
Robertson et al., 2009; Galletta et al., 2010).  
Una vez ha tenido lugar la endocitosis, el material englobado se incorpora a una red de 
orgánulos membranosos intracelulares. En levaduras se distinguen tres tipos principales 
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de compartimentos relacionados con la ruta endocítica: los endosomas tempranos, los 
endosomas tardíos y las vacuolas, que en este organismo son el compartimento 
degradativo. La dinámica de la ruta endocítica es compleja debido a que el tránsito de 
los cargos entre unos compartimentos y otros es muy activo (Shaw et al., 2001). Una vez 
endocitadas, las proteínas de la membrana plasmática pueden tener destinos diferentes 
(Figura 10). Si deben reciclarse para volver de nuevo a la membrana plasmática, pueden 
hacerlo directamente de forma rápida desde los endosomas tempranos, a través de 
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Fig.10. Representación esquemática de las principales rutas en el tráfico endocítico y 
exocítico en S. cerevisiae. Cuando los cargos son endocitados se incorporan a los endosomas 
tempranos (EE) que se caracterizan por la presencia de la Rab Vps21, la SNARE Tgl1 y el 
complejo CORVET. Posteriormente éstos maduran dando lugar a los endosomas tardíos (LE) 
que se caracterizan por la presencia de la Rab Ypt7, la SNARE Pep12 y el complejo HOPS. 
Antes de fusionarse con la vacuola, estos orgánulos se invaginan dando lugar a cuerpos 
multivesiculares (MVB). Los EE intercambian tráfico con el TGN, proceso regulado por la Rab 
Ypt6 y la Arf Arf1; los LE también lo hacen a través del complejo retrómero y de la vía de la 
carboxipeptidasa Y (CPY); desde los EE se puede producir el reciclaje de cargos a través de 
endosomas de reciclaje (RE), proceso regulado por las las Rab Ypt31/32. Dentro del aparato 
de Golgi el intercambio con el retículo endoplásmico (ER) está regulado por las Rab Ypt1 e 
Ypt6. La salida del TGN de los cargos en vesículas que se secretan (coloreadas en verde) se 
lleva a cabo por las Rab Ypt31/32 y su anclaje a la membrana plasmática está coordinado por 
la Rab Sec4 y por el exocisto (en amarillo). En los complejos CORVET y HOPS las subunidades 
accesorias Vps3 y Vps8 o Vps39 y Vps41 se indican en rosa y en azul respectivamente.  
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los endosomas de reciclaje. No está claro que los endosomas de reciclaje sean entidades 
distintas de los endosomas tempranos; además, a diferencia de lo que ocurre en células 
de mamífero, las cuales presentan un eficiente sistema endomembranoso para el 
reciclaje de moléculas, no existe un amplio conocimiento acerca de estos orgánulos en 
levadura (Taguchi, 2013). Los endosomas tempranos pueden intercambiar tanto 
anterógrada como retrógradamente vesículas con el aparato de Golgi. Por lo tanto, se 
asume que los endosomas tempranos son, además del punto de entrada de las 
moléculas internalizadas, el primer punto de control de la ruta endocítica.  
Los endosomas tempranos que siguen su curso maduran y se convierten posteriormente 
en endosomas prevacuolares o endosomas tardíos, los cuales controlan el tráfico 
correspondiente a cargos que pueden ser bien reciclados, bien degradados en la vacuola 
o bien sintetizados de novo por ser proteínas que resultan esenciales para la propia 
función vacuolar (Figura 10). Los primeros se dirigen al trans-Golgi (TGN, de trans-Golgi 
Network), vía el complejo retrómero, desde donde serán secretados a través de la ruta 
exocítica para poder alcanzar de nuevo la membrana plasmática. Los segundos son 
incorporados en unas estructuras conocidas como cuerpos multivesiculares que se 
originan por la invaginación de la membrana de los endosomas prevacuolares hacia el 
lumen de este orgánulo. Por último, las proteínas de nueva síntesis que pertenecen a la 
membrana vacuolar permanecen en la membrana de los cuerpos multivesiculares y las 
enzimas vacuolares, como la hidrolasa vacuolar carboxipeptidasa Y (CPY), que es 
transportada desde el aparato de Golgi a través de la denominada vía CPY, son vertidas 
al lumen (Bowers y Stevens, 2005). 
En último término los cuerpos multivesiculares se fusionan con la vacuola y su contenido 
es vertido al lumen vacuolar, donde es degradado por diversas enzimas hidrolíticas. En 
este proceso, la ubiquitinación juega un importante papel como señal para el 
reconocimiento de moléculas que deben ser degradadas. Existe también un transporte 
de cargos directamente desde el aparato de Golgi a la vacuola a través de la vía AP-3. Las 
proteínas transportadas en la membrana de los cuerpos multivesiculares permanecen 
en la membrana vacuolar (Lemmon y Traub, 2000).  
En general, se puede asumir que en todo proceso que implique un intercambio de 
membranas a través del tráfico vesicular intracelular existen cuatro etapas: la primera es 
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la formación de la vesícula, la segunda es el transporte de estas vesículas en la célula, la 
tercera es el anclaje de éstas a un orgánulo o vesícula de destino y, por último, se 
produce la fusión de las membranas de las vesículas en tránsito con las de destino. En la 
primera etapa es necesario que el contenido a transportar sea englobado en una 
cubierta de proteínas, como la clatrina y los complejos COPI/II. Estas proteínas, además 
de contribuir a la formación de vesículas, también controlan la incorporación selectiva 
de los cargos mediante la interacción con dominios específicos que quedan expuestos 
en las membranas donadoras (Yu y Hughson, 2010). La llegada de las vesículas en las 
que son transportados los cargos a las membranas de los orgánulos diana es un paso 
crucial en el tráfico intracelular ya que éstos deben ser ordenados, enviados y anclados 
eficientemente para ser dirigidos al destino apropiado. Las pequeñas GTPasas de la 
familia Rab son cruciales en el tráfico de membranas en la célula eucariota y están 
íntimamente relacionadas con los fosfoinosítidos, y a menudo reguladas por ellos. De 
hecho, estos lípidos presentan un importante papel en cuanto a que dotan de identidad 
a las diversas membranas celulares (Mizuno-Yamasaki et al., 2012; Liu y Storrie, 2012). 
Tanto los fosfoinosítidos como las GTPasas Rab son responsables de que la vesícula en 
tránsito sea reconocida por la membrana diana decuada y dirigida hacia el destino 
apropiado. En levadura existen 11 GTPasas Rab y todas ellas están implicadas en el 
tráfico intracelular (Lazar et al., 1997) (Tabla 3). Los homólogos en la levadura de Rab5, 
regulador del tráfico endosomal temprano en mamíferos, son Vps21, Ypt52 e Ypt53 
(Singer-Kruger et al., 1994). De ellos, es Vps21 el que presenta una mayor similitud 
funcional con Rab5 (Singer-Kruger et al., 1995). Entre los efectores de Vps21 se 
encuentran la proteína Vac1 y el complejo CORVET (Class C CORe Vacuole Endosome 
Transport) (Tall et al., 1999; Peplowska et al., 2007). Rab7 regula la maduración de los 
endosomas y su tránsito a la vacuola en mamíferos. En levadura, su homólogo Ypt7 
(Wichmann et al., 1992) también actúa a nivel de los endosomas tardíos promoviendo 
su direccionamiento a la vacuola, así como el tráfico retrógrado de cargos hacia al 
aparato de Golgi a través del retrómero (Balderhaar et al., 2010; Cabrera et al., 2010).  
En el proceso de anclaje participan una serie de proteínas, que se conocen como 
factores de tethering, que permiten el contacto inicial entre las dos membranas a 
fusionar y a su vez son efectores de las Rab GTPasas (Cai et al., 2007; Yu et al., 2010).  
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Nombre  Homólogo en 
mamíferos 
Proceso que regula Efectores Referencias 
Vps21/Ypt51 Rab5 Tráfico en los endosomas 
tempranos 
Vac1, CORVET (Singer-Kruger et 
al., 1994; Tall et 
al., 1999; 
Peplowska et al., 
2007) 
Ypt52 Rab5 Tráfico en los endosomas 
tempranos 
  
Ypt53 Rab5 Tráfico en los endosomas 
tempranos 
  
Ypt7 Rab7 Tráfico en los endosomas 
tardíos, MVB y vacuola  
HOPS, complejo 
retrómero 
(Balderhaar et al., 
2010; Cabrera et 
al., 2010) 
Ypt1 Rab1 Tráfico intra Golgi y desde el ER 
al Golgi  
Complejo COG (Whyte y Munro, 
2001; Suvorova et 
al., 2002) 
Ypt6 Rab6 Tráfico intra Golgi y tráfico  
desde endosomas al Golgi 
GARP/VFT  (Siniossoglou y 
Pelham, 2001; 
Conibear et al., 
2003; Quenneville 
et al., 2006) 
Ypt31/32 Rab11 Exocitosis de vesículas 
secretoras del TGN y de 
endosomas de reciclaje 
Myo2, Sec2 (Ortiz et al., 2002; 
Lipatova et al., 
2008) 
Sec4 Rab4 Fusión de vesículas secretoras 
en la membrana plasmática 
Exocisto (Guo et al., 1999) 
Arf1 Arf1 Formación de vesículas 
secretoras en el Golgi hacia 
endosomas tempranos y 
tardíos 
COP-I (Nickel et al., 1998; 
Lanoix et al., 1999) 
Existen numerosos ejemplos de complejos multiprotéicos que median este anclaje. Por 
ejemplo, el exocisto, los complejos TRAPI y TRAPII (transport protein particle) que 
actúan en el tráfico desde ER al Golgi o bien intra-Golgi, y los complejos CORVET (class C 
COre Vacuole/Endosome Tethering complex) y HOPS (HOmotypic vacuolar fusion and 
Protein Sorting). Estos dos presentan un papel esencial en la ruta endosomal, en la cual 
regulan la maduración, integridad y fusión de los endosomas. Estos complejos están 
constituidos por un core formado por cuatro proteínas VPS (Vacuolar Protein Sorting) 
(Nickerson et al., 2009). Estas proteínas fueron aisladas en un rastreo genético en S. 
Tabla 3. Principales GTPasas implicadas en el tráfico de membranas en S. cerevisiae.  
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cerevisiae en el que se aislaron 41 mutantes en genes defectivos en el tráfico vacuolar 
de los cuales cuatro presentaron un fenotipo particular consistente en la propia 
ausencia de vacuolas (Raymond et al., 1992). Las cuatro proteínas codificadas por esos 
genes, Vps11, Vps 16, Vps 18 y Vps33, se asocian para dar lugar al core de los complejos 
CORVET y HOPS (Sato et al., 2000) (Figura 10). En el caso del primero se asocian además 
dos subunidades, Vps3 y Vps8; el complejo HOPS, por el contrario, cuenta con Vps39 y 
Vps41 como subunidades accesorias y se asocian tanto con la GTPasa Ypt7 como con las 
proteínas SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein 
REceptor) para mediar la fusión de las vesículas de los endosomas tardíos/MVB a las 
vacuolas (Epp et al., 2011). 
Las proteínas SNARE son proteínas transmembranales responsables, entre otros 
factores, de promover la fusión de bicapas lipídicas en la que los cargos procedentes de 
membranas donadoras se fusionan en el momento y en el compartimento adecuado con 
las membranas aceptoras. Igualmente, estas proteínas regulan la fusión y fisión de 
vacuolas, que en levadura se produce en respuesta a cambios en el medio ambiente y 
como mecanismo para la transmisión a la célula hija, lo cual hace que su número, 
morfología y tamaño varíe constantemente (Wickner, 2010). Las SNAREs se 
descubrieron en un rastreo de mutantes que presentaban un fenotipo vacuolar 
fragmentado (VAM) (Wada et al. 1992). Se clasifican como R y Q SNAREs dependiendo 
de si contienen un residuo de glutámico o arginina en una posición determinada en su 
dominio SNARE, aunque también se las puede agrupar en v-SNAREs y t-SNAREs (vesicle y 
target, respectivamente); normalmente R-SNAREs se comportan como v-SNAREs, y Q-
SNAREs como t-SNAREs. Las t-SNAREs Tgl1p y Pep12p se ubican respectivamente en 
compartimentos tempranos y en los endosomas prevacuolares (Prescianotto-Baschong y 
Riezman, 2002) (Figura 10). 
En resumen, tanto la presencia de las GTPasas Rab Vps21 e Ypt7, como de los complejos 
CORVET y HOPS, las distintas especies de fosfoinosítidos y las proteínas SNARE, 
determinan en conjunto la identidad de un determinado compartimento en la ruta 
endocítica. Posiblemente la incorporación selectiva de lípidos y proteínas en los distintos 
compartimentos  contribuya a  crear un microambiente que determine la maduración y 
evolución de cada compartimento en el tráfico vesicular.  
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8.2. Ruta secretora 
8.2.1. El papel del aparato de Golgi en el tráfico de membranas  
La ruta secretora está constituida por una serie de orgánulos endomembranosos que  
funcionan secuencialmente para producir la secreción de proteínas al medio 
extracelular. Las proteínas sintetizadas de novo en el ribosoma se vierten al lumen del 
ER donde se pliegan adecuadamente y pueden llegar a sufrir una primera modificación 
postraduccional.  
Posteriormente son trasladadas mediante transporte anterógrado al aparato de Golgi, 
constituido por un conjunto de cisternas membranosas que se dividen en cis-, medio o 
trans-, donde las proteínas pueden sufrir una segunda modificación postraduccional. 
Mientras que este orgánulo en mamíferos está compuesto por cisternas apiladas, en 
levadura las cisternas son pequeñas y están dispersas a lo largo del citoplasma. El TGN 
es el centro de control donde las proteínas son destinadas bien a la membrana 
plasmática (mediante lo que se conoce como exocitosis o ruta secretora) o bien a los 
orgánulos membranosos de la ruta endocítica degradativa (Figura 10). El tráfico de los 
cargos desde y hacia el TGN es muy diverso. Como se ha comentado anteriormente, 
además de enviar cargos hacia los endosomas tempranos, endosomas tardíos o 
vacuolas, también recibe tráfico de cargos desde el endosoma temprano y desde el 
tardío, vía el complejo retrómero, que asimismo pueden ser secretados a la membrana 
plasmática. Además existe un flujo de transporte de cargos que contienen proteínas 
propias de ER de manera retrógrada desde el aparato de Golgi al ER, para que éstos 
retornen a su sitio de origen (Sengupta y Linstedt, 2011).  
Al igual que sucede en el tráfico endocítico, la secreción es un proceso que implica el 
transporte de una vesícula a una membrana diana y para ello se requiere de factores 
que confieran especificidad en el anclaje de la vesícula. El aparato de Golgi está 
enriquecido en PtdIns-4P. Éste se sintetiza en la levadura a partir de la fosforilación del 
PtdIns catalizada por la fosfoinosítido 4-quinasa Pik1, homóloga de las PI4K de 
mamíferos (Flanagan et al., 1993). Al igual que en otros compartimentos celulares, la 
presencia del PtdIns-4P junto con Arf1 y las Rab GTPasas del TGN favorece el 
reclutamiento de efectores y permite la posterior segregación de los cargos hacia su 
correcto destino (Santiago-Tirado y Bretscher, 2011). La familia de pequeñas GTPasas 
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Arf coordina el transporte de cargos de manera retrógrada y anterógrada en el aparato 
de Golgi (Tabla 3). En levaduras la activación de la GTPasa Arf1 en el Golgi promueve la 
formación de vesículas de tipo COP-I hacia los endosomas tempranos y tardíos (Nickel et 
al., 1998; Lanoix et al., 1999); dicha activación está mediada positivamente por su GEF 
Sec7 localizada en el TGN (Sata et al., 1998). Además  las otras cuatro Rab GTPasas 
también controlan el tráfico a nivel del Golgi en levadura. Ypt1 e Ypt6, homólogas de 
Rab1 y Rab6 en mamíferos, controlan el tráfico intra-Golgi, y desde el ER al Golgi o 
desde endosomas al Golgi, respectivamente  (Liu et al., 2012) (Figura 10; Tabla 3). Las 
Rab GTPasas Ypt31/32 son dos proteínas con una elevada similitud entre ellas y 
equivalentes a Rab11 en células superiores. Ésta regula el transporte de cargos desde el 
Golgi a la membrana plasmática a través de los endosomas de reciclaje en células de 
mamífero (Ullrich et al., 1996; Mammoto et al., 1999; Schonteich et al., 2008). Ypt31/32 
se localizan en el TGN donde regulan la salida de vesículas secretoras (Benli et al., 1996; 
Jedd et al., 1997) y la exocitosis de las mismas mediante su interacción con la miosina 
Myo2 (Lipatova et al., 2008). Asimismo, como se ha comentado en el apartado anterior, 
se ha propuesto el papel de este par de proteínas en el reciclaje de proteínas desde el 
endosoma temprano a través del TGN (Figura 10), mediante la interacción con la 
proteína F-box Rcy1, la cual es un componente de los complejos ubiquitín ligasa (Chen et 
al., 2005; Furuta et al., 2007). 
8.2.2. Exocitosis polarizada 
La secreción o exocitosis polarizada es el proceso final de la ruta secretora mediante el 
cual las vesículas secretoras transportadas a lo largo del citoesqueleto de actina 
alcanzan determinadas zonas de la membrana plasmática, se anclan a ellas y se fusionan 
a ésta liberando su contenido (Figura 10). Es un proceso esencial para una gran variedad 
de funciones de la célula eucariótica, tales como crecimiento, morfogénesis y migración 
celular. Como ya se ha mencionado, en S. cerevisiae la exocitosis polarizada permite el 
crecimiento de la yema gracias a la llegada a ésta de vesículas secretoras conteniendo 
nuevo material sintetizado. Por lo tanto es un proceso regulado temporalmente en el 
ciclo de división celular (He y Guo, 2009).  
En el anclaje de vesículas secretoras a la membrana plasmática juega un papel esencial 
el exocisto (Figura 10). Se trata de un factor de tethering multiproteico conservado 
evolutivamente y descubierto por primera vez en levadura, que está formado por ocho 
Introducción 
 
 
58 
 
proteínas esenciales en S. cerevisiae: Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 y 
Exo84. El exocisto se localiza en el extremo de la yema emergente durante su 
crecimiento o en la zona de separación entre la célula madre y la hija en el momento de 
la septación y separación celular, es decir, en las zonas donde el crecimiento y la 
expansión de la pared celular se producen de una forma activa (Lipschutz y Mostov, 
2002; Hsu et al., 2004; Liu y Guo, 2012). Los distintos componentes del complejo 
emplean distintos mecanismos para acceder a esta zona. Mientras que la mayoría de 
ellos emplean los cables de actina para dirigir su polarización en la célula, Sec3 y Exo70 
lo hacen reconociendo tanto señales de polaridad como la presencia de fosfoinosítidos 
en la membrana plasmática, lo cual promueve la interacción con el resto de los 
componentes que llegan en las vesículas secretoras (He et al., 2007; Zhang et al., 2008).  
La GTPasa Rab que dirige la fusión del exocisto con la membrana plasmática en S. 
cerevisiae es Sec4 (Figura 10; Tabla 3). Sec4 es esencial para todos los eventos de tráfico 
vesicular que transcurren una vez que los cargos a secretar han abandonado el TGN 
(Guo et al., 1999). Tras el anclaje de las vesículas, los componentes del exocisto 
interaccionan con complejos SNARE y las vesículas secretoras se fusionan a la membrana 
plasmática (Grote et al., 2000), liberando su contenido hacia el exterior.  
9. Funciones de los fosfoinosítidos en S. cerevisiae  
En la levadura S. cerevisiae existen solo cinco de las siete especies de fosfoinosítido 
(Figura 1), cuya síntesis y metabolismo queda recogida en la Figura 11. La distribución de 
estos fosfoinosítidos y su contribución a las funciones celulares esta conservada en este 
organismo modelo de célula eucariótica (Figura 12). Es decir, el PtdIns-3P controla el 
tráfico endocítico y el PtdIns-3,5P2 es importante en la vía endocítica degradativa. La 
síntesis de PtdIns-3P se lleva a cabo por la PI3K de Clase III Vps34. A partir de este 
sustrato la PtdIns-3P 5-quinasa Fab1 sintetiza el PtdIns-3,5P2. Estas enzimas no son 
esenciales, pero su falta conlleva la aparición de fenotipos relacionados con defectos en 
el tráfico endocítico y la morfología vacuolar, entre otros (Strahl y Thorner, 2007).  
En levadura, el PtdIns-4P se sintetiza por tres enzimas distintas (Figura 11); las 
principales son Stt4, que actúa a nivel de la membrana plasmática, y Pik1, en el aparato 
de Golgi, ambas esenciales. La tercera, Lsb6, se localiza tanto en membrana plasmática 
como en la membrana vacuolar y su falta no ocasiona un fenotipo aparente (Han et al., 
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2002). Los reservorios de este fosfoinosítido generado en la membrana plasmática y en 
el aparato de Golgi presentan funciones diferentes en la célula (Audhya et al., 2000). El 
PtdIns-4P del aparato de Golgi posee un papel esencial en la ruta secretora; de hecho 
una mutación termosensible en el gen PIK1 ocasiona la inhibición del transporte desde 
el Golgi a la membrana plasmática, así como a la vacuola (Walch-Solimena y Novick, 
1999; Hama et al., 1999). Se ha descrito que la interacción de la quinasa Pik1 con la 
proteína Sec7 promueve la formación de PtdIns-4P de manera coincidente con la 
activación de la GTPasa Arf1 (Figura 10, Tabla 3), que facilitaría el reclutamiento 
específico de efectores para el control del tráfico de vesículas en el Golgi (Gloor et al., 
2010). El PtdIns-4P de la membrana plasmática presenta un importante papel en la 
señalización celular en levadura. Las primeras evidencias de su participación en 
señalización se basaron en el hecho de que el fenotipo de sensibilidad a estaurosporina 
que presenta un mutante stt4 (STaurosporine and Temperature Sensitive) era rescatado 
por la sobreexpresión de Pkc1 (Yoshida et al., 1994a). El hallazgo de interacciones 
genéticas entre Stt4 y diversos componentes de la ruta CWI confirmó su papel en la 
señalización mediada a través de Pkc1 (Audhya et al., 2002). Con respecto al PtdIns-
4,5P2, como ya se ha comentado, está relacionado con numerosos eventos que 
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Fig.11. Reacciones bioquímicas que dan lugar a las cinco especies de fosfoinosítidos que 
existen en levadura a partir de su precursor, el PtdIns. Las posibles rutas de interconversión 
entre ellos se indican con flechas. Las quinasas implicadas en cada reacción se indican sobre 
las flechas y las fosfatasas debajo de ellas. Adaptado de Casamayor et al. (1999). 
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transcurren en la membrana plasmática de la célula eucariótica. Sin embargo, S. 
cerevisiae carece de PI3K de Clase I, por lo que no existe PtdIns-3,4,5P3 ni tampoco 
PtdIns-3,4P2 (Figura 11). 
En levadura los niveles de fosfoinosítidos están regulados por siete polifosfoinosítido 
fosfatasas que eliminan diferentes fosfatos en los fosfoinosítidos, y que se agrupan en 
tres clases en función de sus dominios catalíticos (Hughes et al., 2000; Strahl et al., 
2007): las primeras presentan un dominio catalítico similar al de la fosfatasa Sac1 (Sac1, 
Fig4, Inp51/Sjl1, Inp52/Sjl2 e Inp53/Sjl3); las segundas presentan un dominio catalítico 
con similitud al de PtdIns-5-fosfatasas que desfosforilan sustratos fosforilados en 
posición 5´ y son algunas de las anteriores, Inp51/Sjl1, Inp52/Sjl2, Inp53/Sjl3, y además 
Inp54, las cuales además de presentar un dominio de este tipo también contienen un 
dominio Sac1; la fosfatasa Ymr1 constituye el tercer grupo, y presenta similitud con la 
miotubularina de mamífero. Como se puede ver en la Figura 11, muchas de estas 
proteínas presentan una función redundante en levadura, aunque parece que Sac1 
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Fig.12. Distribución de los fosfoinosítidos en la célula de levadura. 
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actúa preferentemente sobre PtdIns-4P (Foti et al., 2001) y las PtdIns-5-fosfatasas sobre 
PtdIns-4,5P2 (Ooms et al., 2000). En cuanto a la implicación funcional de estas proteínas 
se ha relacionado a Sac1 con defectos en la organización del citoesqueleto de actina 
(Cleves et al., 1989) y con la integridad de la pared celular (Tahirovic et al., 2003), y a 
Fig4 con la emisión de proyecciones para llevar a cabo el apareamiento (Erdman et al., 
1998). Con relación a las PtdIns-5-fosfatasas, ninguna de las cuatro son esenciales pero 
los dobles mutantes presentan defectos en el crecimiento, en la organización del 
citoesqueleto de actina y en la endocitosis (Stolz et al., 1998a; Stefan et al., 2005), y el 
triple mutante inp51/inp52/inp53 es inviable (Srinivasan et al., 1997; Stolz et al., 1998a).  
De entre todos los fosfoinosítidos, el PtdIns-4,5-P2 participa de forma clave en la biología 
y la señalización celular de la célula de levadura a través de la regulación de numerosos 
procesos celulares. Ello es posible gracias a la interacción con numerosas proteínas 
efectoras a través de dominios específicos, lo que contribuye a la formación de 
complejos asociados a la membrana plasmática, así como al mantenimiento de unos 
niveles determinados de este fosfoinosítido, regulados de forma muy precisa por las 
enzimas responsables de su síntesis y su degradación. Sin embargo, a pesar del 
conocimiento que se ha alcanzado sobre su función y regulación aún se desconocen 
aspectos de los procesos en los que participa.  
En S. cerevisiae el PtdIns-4,5P2 es sintetizado en la membrana plasmática por la PtdIns-
4P 5-quinasa Mss4 (Multicopy Suppressor of Stt4) (Desrivieres et al., 1998) a partir de la 
conversión de su precursor, el PtdIns-4P generado en la membrana plasmática por Stt4 
(Figura 11) (Yoshida et al., 1994a; Cutler et al., 1997). El gen MSS4 es esencial para la 
levadura y fue aislado como supresor de un mutante termosensible de la proteína Stt4 
(Yoshida et al., 1994b). Los reguladores negativos principales de los niveles de este 
fosfoinosítido son, como ya se ha comentado, las PtdIns 5-fosfatasas Inp51/Sjl1, 
Inp52/Sjl2, Inp53/Sjl3 e Inp54 (Stolz et al., 1998b).  
Las funciones ejercidas por el PtdIns-4,5P2 en la célula de levadura se han determinado a 
partir de los estudios realizados con mutantes en el gen MSS4 que expresan versiones 
termosensibles de la proteína a temperaturas restrictivas. De esta manera se ha 
establecido una relación directa de la regulación que ejerce este segundo mensajero 
sobre la organización del citoesqueleto de actina, tal como sucede en las células 
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eucariotas superiores (Desrivieres et al., 1998; Homma et al., 1998; Audhya et al., 2000; 
Audhya et al., 2004). Muchas de las proteínas que están relacionadas funcionalmente 
con Mss4 son proteínas reguladoras del citoesqueleto de actina, como Cap1, Cap2 o 
Slm1, o de la polaridad celular, como Spa2, Bem4 y Myo5 (Audhya et al., 2004).  
Existen numerosas evidencias de que el PtdIns-4,5P2 resulta importante a distintos 
niveles de la endocitosis mediada por clatrina en la célula de levadura, al igual que 
sucede en eucariotas superiores. Por un lado hay varias proteínas de la maquinaria 
endocítica que contienen dominios de unión a este fosfoinosítido y cuya función se ve 
comprometida cuando se anula esta interacción, dado que es la responsable de su 
reclutamiento. Tal es el caso de las proteínas adaptadoras AP180 (Yap1801/Yap1802), 
las epsinas Ent1p/Ent2p y la proteína Sla2, las cuales contienen dominios amino 
terminales ENTH/ANTH, que se unen al PtdIns-4,5P2, (Aguilar et al., 2003; Sun et al., 
2005). Por otro lado, se ha descrito que la proteína Arf3 modula los niveles de este 
fosfoinosítido para facilitar el proceso endocítico (Smaczynska-de Rooij et al., 2008). 
Además, como se ha comentado previamente, el PtdIns-4,5-P2 controla la actividad de 
numerosas proteínas reguladoras del citoesqueleto de actina, por lo que también 
contribuye de forma determinante en la formación de patches en los sitios de 
endocitosis. Por último, existen estudios que demuestran que los niveles de este 
mensajero en la membrana plasmática son determinantes para que el proceso de la 
internalización y la escisión de la vesícula se lleven a cabo adecuadamente (Sun et al., 
2007). La eliminación del PtdIns-4,5-P2 de las membranas internalizadas por las PtdIns-5 
fosfatasas favorece la disociación de los factores y proteínas adaptadoras de la 
endocitosis (Stefan et al., 2005).  
La presencia de PtdIns-4,5P2  también resulta determinante para marcar la polaridad 
celular en S. cerevisiae en distintos en procesos. La interacción de los componentes del 
exocisto Sec3 y Exo70 con este fosfoinosítido promueven el anclaje de las vesículas 
secretoras a los sitios de polaridad (He et al., 2007 ;Zhang et al., 2008). También se ha 
descrito su participación como determinante de polaridad en los procesos de 
señalización que tienen lugar en el apareamiento (Garrenton et al., 2006; Garrenton et 
al., 2010). 
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1. Reconstrucción de la ruta oncogénica integrada por PI3K, 
PTEN y Akt (PKB) en la levadura S. cerevisiae 
Nuestro equipo ha desarrollado un modelo de levadura humanizada en el que ha sido 
reconstruida mediante expresión heteróloga la ruta oncogénica integrada por PI3K, 
PTEN y Akt (PKB), cuyos componentes están ausentes de forma natural en S. cerevisiae 
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). El estudio de esta ruta resulta viable en este sistema, 
ya que la expresión de sus componentes de forma aislada o en combinación ocasiona un 
efecto biológico apreciable. 
La expresión de la subunidad catalítica p110α silvestre de PI3K en la levadura S. 
cerevisiae no ocasiona ningún efecto aparente. Sin embargo, la fusión a una señal de 
prenilación (p110α-CAAX) que la dirige constitutivamente a la membrana plasmática 
donde es accesible a su sustrato, el PtdIns-4,5P2, causa la inhibición total del crecimiento 
de la levadura. Esta inhibición del crecimiento es dependiente de la actividad catalítica 
de PI3K, es decir de la conversión del  PtdIns-4,5P2 en PtdIns-3,4,5P3, dado que el 
mutante catalíticamente inactivo que porta la mutación K802R (p110α-CAAXK802R) no 
inhibe el crecimiento. La expresión de una versión mutante hiperactiva de la proteína 
que contiene la mutación oncogénica H1047R (p110αH1047R) también produce un defecto 
en el crecimiento de la levadura, incluso en ausencia de señal de prenilación (Rodriguez-
Escudero et al., 2009). Dicho efecto inhibidor es también reversible por la fosfatasa 
PTEN, que cataliza la reacción inversa y regenera el PtdIns-4,5P2. De acuerdo con ello, la 
mutación que anula su actividad fosfatasa evita este efecto de recuperación de 
crecimiento (Rodriguez-Escudero et al., 2005). 
La expresión en levadura de cualquiera de las tres isoformas del principal efector de 
PI3K, la proteín quinasa Akt, no tiene efectos aparentes. Sin embargo, en presencia de la 
subunidad catalítica p110α silvestre, que ejerce un efecto activador sobre Akt, tiene 
lugar la inhibición del crecimiento (Rodriguez-Escudero et al., 2009). Al igual que lo 
señalado anteriormente, la fosfatasa PTEN consigue revertir la inhibición de crecimiento 
también en esta situación, al convertir el PtdIns-3,4,5P3 de nuevo en PtdIns-4,5P2 
(Rodriguez-Escudero et al., 2009). La toxicidad que origina Akt1 en levadura depende 
tanto de su actividad catalítica como de su reclutamiento a la membrana por parte del 
PtdIns-3,4,5P3. Así, la co-expresión de la subunidad catalítica p110α silvestre con un 
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mutante catalíticamente inactivo de Akt que contiene la mutación K179M (Akt1K179M) o 
con mutantes en residuos esenciales en su dominio PH, no causan ningún efecto en 
levadura (Rodriguez-Escudero et al., 2009).   
Por otra parte, la inhibición del crecimiento que ejerce la expresión de PI3K en levadura 
se puede rescatar con compuestos inhibidores de esta proteína, como comprobó 
nuestro equipo de investigación utilizando el inhibidor comercial de PI3K LY294002 
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). 
Por lo tanto, nuestro modelo de levadura humanizada puede ser utilizado con el objeto 
de llevar a cabo el estudio funcional de las proteínas que se expresan y, además, resulta 
aplicable a la búsqueda de compuestos que inhiban la actividad de esta ruta, la cual, 
como se ha descrito en la introducción, presenta un papel central en el cáncer.  
2. Empleo del sistema de levadura humanizada mediante 
expresión heteróloga de PI3K como herramienta para el 
estudio de la función que desempeña el PtdIns-4,5P2 en S. 
cerevisiae 
Trabajos preliminares realizados en nuestro laboratorio han mostrado que la expresión 
de PI3K (p110α-CAAX) en S. cerevisiae provoca un incremento de la forma fosforilada de 
la MAPK Slt2, una despolarización tanto de los patches de actina en la yema como del 
anillo de septinas presente en el cuello de separación entre la yema y la célula madre, y 
una alteración del transporte endocítico, como consecuencia de la eliminación del 
PtdIns-4,5P2 en la membrana de la levadura (Rodriguez-Escudero et al., 2005). Aunque la 
función de este segundo mensajero en la endocitosis y en regulación del citoesqueleto 
de actina en la célula de levadura ha sido objeto de otros estudios (Desrivieres et al., 
1998; Homma et al., 1998; Audhya et al., 2000; Audhya et al., 2004), sin embargo, en 
cuanto a su papel en los procesos de señalización en levadura, solo existen algunas 
evidencias que sugieren su participación en la ruta CWI, como ya se ha mencionado en 
la introducción. Por ejemplo, se sabe que el reservorio de PtdIns-4,5P2 generado por 
Mss4 a partir de PtdIns-4P participa en el reclutamiento a la membrana de Rom2, la GEF 
de Rho1 (Audhya et al., 2002). Tampoco se conoce en profundidad la implicación de este 
lípido en el  tráfico intracelular en S. cerevisiae. El modelo de levadura humanizada 
generado supone una herramienta ideal para profundizar en el estudio de la activación 
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de la ruta CWI mediada por expresión heteróloga de PI3K y ampliar el conocimiento 
acerca de las posibles funciones que el PtdIns-4,5P2 puede desempeñar, en diversos 
procesos celulares que tienen lugar en la levadura.  
Por lo tanto, los objetivos que se plantean en el presente trabajo son: 
1. Utilización de la levadura humanizada que expresa la ruta constituida por PI3K 
(p110α) y Akt como bioensayo en levadura para la detección de compuestos inhibidores 
de estas proteínas oncogénicas. 
1.1. Validación y optimización del bioensayo con inhibidores conocidos de 
PI3K(p110α) y Akt 
1.2. Rastreo a gran escala de colecciones de extractos microbianos para la 
búsqueda de nuevas moléculas con actividad frente a estas proteínas. 
2. Estudios de relación estructura-actividad de la subunidad catalítica p110α de PI3K en 
el modelo de levadura humanizada mediante mutagénesis dirigida. 
3. Empleo del sistema de levadura humanizada con PI3K como herramienta para el 
estudio de la función que desempeña el PtdIns-4,5P2 en S. cerevisiae. 
3.1. Efectos sobre la endocitosis y tráfico intracelular. 
3.2. Estudio de la activación de la ruta CWI. 
3.3. Estudios transcriptómicos y rastreos genómicos. 
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1. Microorganismos utilizados 
 
NOMBRE GENOTIPO FUENTE O 
REFERENCIA 
BY4741  MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 EUROSCARF 
YPH499 MATa; ade2-10;  trp1-63; leu2-1; ura3-52; his3-Δ20; lys2-801 (Sikorski y Hieter, 
1989) 
YMM1  Isogénica BY4741; RLM1::6MYC::LEU2 (Marin et al., 2009) 
MML550 MATα leu2–3,112 ura3–52 trp1 his4 can1y; PKC1-GFP::kanMX4 (Vilella et al., 2005) 
Y03951 Isogénica a BY4741, snq2Δ::kanMX4 EUROSCARF 
Y01784 Isogénica a BY4741, wsc1::kanMX4 EUROSCARF 
Y05241 Isogénica a BY4741, mid2::kanMX4 EUROSCARF 
Y04700 Isogénica a BY4741, rom1::kanMX4 EUROSCARF 
Y05280 Isogénica a BY4741, rom2::kanMX4 EUROSCARF 
Y01328 Isogénica a BY4741, bck1::kanMX4 EUROSCARF 
Y00993 Isogénica a BY4741, slt2::kanMX4 EUROSCARF 
OHNY MATa;  ura3; his3; trp1; leu2; ade2 Y. Takai  
HNY21 MATa ura3 his3 trp; leu2; ade2; rho1–104 Y. Takai 
DLY35 MATα; his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 SEC7-GFP(S65T)::kanMX4 (Aoh et al., 2011) 
HSK13-
2A 
MATa; ura3-52; leu2-3 112; his3-11,15; SLG1-GFP::kanMX4 (Wilk et al., 2010) 
IR561 Isogénica a YPH499, vip1Δ:: kanMX4 I. Rodríguez-Escudero 
YPA129 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 PKC1::HIS3 P. Arias 
GY2284  MATa; leu2-3, 112, ura3-52, EXO84-GFP::URA3 W.Guo 
GY2285 MATa; leu2-3, 112, ura3-52, EXO70-GFP::URA3 W.Guo 
GY2286 MATa; leu2-3, 112, ura3-52, SEC3-GFP::URA3 W.Guo 
GY2287 MATa; leu2-3, 112, ura3-52, SEC5-GFP::URA3 W.Guo 
GY2288 MATa; leu2-3, 112, ura3-52, SEC6-GFP::URA3 W.Guo 
   
Las cepas de S. cerevisiae empleadas en este trabajo se recogen en la Tabla 4. Además 
de ellas, se utilizó la colección completa de mutantes EUROSCARF en los que los 4840 
ORFs no esenciales de levadura se encuentran delecionados con la cassette KANMX4, 
que confiere resistencia al antibiótico geneticina (G418), y que son isogénicos a la cepa 
silvestre BY4741.  
La única cepa de Escherichia coli empleada fue DH5α F´[K12Δ(lacZYA-argF)U169 deoR 
supE44 thi-1 recA1 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 (Φ80lacZ_M15)F´].  
Tabla 4. Cepas de S. cerevisiae empleadas en este trabajo. 
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2. Medios de cultivo de microorganismos y condiciones de 
crecimiento  
El medio general empleado para el cultivo de S. cerevisiae fue YPD (1% de extracto de 
levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa), tanto en medio líquido como en sólido (2% 
de agar). Para mantener la selección de las células que portaban un plásmido se empleó 
medio mínimo sintético (SD) (0,17% de base nitrogenada para levaduras sin 
aminoácidos, 0,5% de sulfato de amonio y 2% de glucosa) suplementado con una mezcla 
de aminoácidos a excepción de los correspondientes a las auxotrofías que eran 
complementadas por los plásmidos. Los medios SG y SR contenían 2% de galactosa o 
1,5% de rafinosa, respectivamente, en lugar de glucosa. La temperatura de incubación 
rutinaria fue de 30°C. Cuando se trabajó con mutantes termosensibles las células se 
cultivaron a 24°C hasta el momento de inducir la expresión de la versión termosensible 
de la proteína por incubación a 38°C durante 90 minutos.  
El medio de cultivo utilizado para el cultivo de E. coli fue LB (Luria Bertani) (1% de bacto-
triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 0,5% de NaCl). Cuando fue necesario, se añadíó 
a este medio ampicilina a una concentración de 100 µg/ml con el fin de seleccionar los 
clones resistentes. La temperatura de incubación fue de 37°C.  
3. Técnicas de biología molecular.  
Para las técnicas de biología molecular básicas, como reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), extracción de DNA plasmídico de E. coli mediante lisis alcalina, 
digestión con enzimas de restricción, desfosforilación del extremo 5’ del DNA, etc. se 
utilizaron los protocolos estándar (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1993).  
La amplificación de DNA mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se llevó a 
cabo en un MiniCycler PTC-150 (MJ Research) utilizando las condiciones adecuadas en 
cada caso. La visualización del DNA se realizó en geles de agarosa al 1%, preparados en 
tampón TAE (Tris Acetato 0,04M, EDTA 0,1mM), que eran teñidos posteriormente con 
una solución del agente intercalante Gel-Red y se observaban en un transiluminador de 
luz UV MiniLumi (DNR Bio-imaging systems). La elución de fragmentos de DNA de geles 
de agarosa se realizó utilizando el kit comercial Gene-Clean (Q-BIOgene-BIO101 
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systems). Las enzimas de restricción, la DNA-ligasa y la fosfatasa alcalina de intestino de 
ternera (CIAP) procedían de Roche Diagnostics.  
 
NOMBRE SECUENCIA (Secuencia 5´→3´) UTILIDAD 
Fw SphI-Ste2 
Rv BamHI-Ste2 
ACATGCATGCGTATCCGCTAAGAATTTAAG 
CGGGATCCTAAATTATTATTATCTTCAGTCC 
Amplificar la secuencia codificante de la 
proteína Ste2 precedida por una 
secuencia de ~300 nucleótidos de su 
propio promotor 
Fw BamHI-mCherry 
Rv EcoRI-mCherry 
GGGGATCCCCCGGGGTGAGCA 
GGGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTC 
Amplificar la secuencia codificante de la 
proteína fluorescente mCherry 
Fw FLAG CGGGATCCATGGACTACAAGGACG Amplificar los 1900 primeros nucleótidos 
de la secuencia codificante de subunidad 
catalítica p110α de PI3K de Homo sapiens 
fusionada en posición 5´a la secuencia del 
epítopo FLAG 
Fw MYR CGGGATCCATGGGAAGCAGCAAGAGC Amplificar los 1900 primeros nucleótidos 
de la secuencia codificante de subunidad 
catalítica p110α de PI3K fusionada en 
posición 5´ a una secuencia de 
miristoilación 
Fw MUT-MYR CGGGATCCATGGCAAGCAGCAGCAAGAGC Amplificar los 1900 primeros nucleótidos 
de la secuencia codificante de subunidad 
catalítica p110α de PI3K fusionada en 
posición 5´a una secuencia de 
miristoilación mutada 
Rv PI3K-XbaI GCTCTAGAGTTCCATTTAACAGAGAAGCAATTTGGG Amplificar los 1900 primeros nucleótidos 
de la secuencia codificante de subunidad 
catalítica p110α de PI3K  
Fw BAM MUT 
Rv BAM MUT  
GTGTGCTCTCTTGAGGTTCCTCTAGAGTCGACCT 
AGGTCGACTCTAGAGGAACCTCAAGAGAGCACAC 
Mutagénesis del punto de corte BamHI 
que existe en el MCS del vector YCpLG-
PI3Kα-CAAX en posición 3´ con respecto a 
la secuencia codificante de PI3K 
Fw Xba 
 
Rv Xba 
GCTCTCTTGAGGTTCCTCTGGAGTCGACCTGCAGGCA
TG 
CATGCCTGCAGGTCGACTCCAGAGGAACCTCAAGAG
AG 
Mutagénesis del punto de corte XbaI que 
existe en el MCS del vector YCpLG-PI3Kα-
CAAX en posición 3´ con respecto a la 
secuencia codificante de PI3K 
Fw RBD 
 
Rv RBD  
GTAATTGCTGAAGCAATCAGGGAAAAAACTGCAAGT
ATGTTGC 
GCAACATACTTCGAGTTTTTTCCCTGATTGCTTCAGCA
ATTAC 
Introducción de la mutación K227E en el 
dominio RBD de la subunidad catalítica 
p110α de PI3K en el plásmido YCpLG-
PI3Kα-CAAX 
Fw C2alpha 
 
Rv C2alpha- 
TGCCTTTCCATTTGTTCTGTTGCAGCGGGTGCAGAGG
AACACTGTCCATTGGCCTGG 
CCAGGCCAATGGACAGTGTTCCTCTGCAGCACCCGCT
GCGCCTGCAACAGAACAAATGGAAAGGCA 
Introducción de las mutaciones K410A, 
R412A, K413A y K416Aen el dominio C2 
de la subunidad catalítica p110α de PI3K 
en el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX 
Fw PI3K-Stop 
Rv PI3K-Stop 
GCAGCATGCTTTGAACTGAAAGTGTGTGCTCTCTTG 
CTCAAGAGAGCACACACTTTCAGTTCAAAGCATGCT 
Introducción de un codón sin sentido en 
la subunidad catalítica p110α de PI3K, al 
final de la secuencia codificante y 
previamente a la secuencia de la señal de 
prenilación de los plásmidos YCpLG-
PI3Kα-CAAX C2 y YCpLG-PI3Kα-CAAX RBD 
Fw H1047R 
Rv H1047R  
CAAATGAATGATGCACGCCATGGTGGCTGGACAAC 
GTTGTCCAGCCACCATGGCGTGCATCATTCATTTG 
Introducción de la mutación H1047R en la 
subunidad catalítica p110α de PI3K en los 
plásmidos YCpLG-PI3Kα C2 y YCpLG-
PI3Kα RBD 
PI3K0 CACGGAGGCATTCTAAAG Secuenciación de la subunidad catalítica 
p110α de PI3K 
PI3K1 AAGGCCTCCTCCAAGACXATCATCAG Id. 
Tabla 5. Oligonucleótidos empleados en este trabajo. La secuencia reconocida por las enzimas 
de restricción está marcada en negrita.  
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PI3K2 TCTGTGTTTTAGAATATC Id. 
PI3K3 TTATTCCCATGCAGGAC Id. 
PI3K4 GGGTTATAAATAGTGCAC Id. 
PI3K5 AGTCCCACACAGTCACCG Id. 
PI3K6 GTTCAAAGCATGCTGCTT Id. 
PI3K7 GATGGACAACTGTTTCATATAG Id. 
PI3K1900 CCTAATTCAGCTAGTACAGGTAC Id. 
PI3Kalfa500 TCCTCCAAATGTAGAATCTT Id. 
PI3KSEC GAGCAAATGAGGCGACCAG Id. 
Fw Anp1 
Rv Anp1 
ACATGCATGCTGTTGGTTTAATCAATTCG 
CGGGATCCGTTTCTATCAGGGTCG 
Amplificación de la secuencia codificante 
del gen ANP1 precedida por una 
secuencia de ~300 nucleótidos de su 
propio promotor 
Fw Cherry PstI 
Rv Cherry PstI 
AAAACTGCAGTTACTTGTACAGCTCGTCG 
AAAACTGCAGGGGAGTCGGTGCAGGCGC 
Amplificación de la secuencia codificante 
para la proteína fluorescente mCherry 
Fv CherryPstMUT 
Rv CherryPstMUT 
CCAGGACTCCTCCCTACAGGACGGCGAGTTC 
GAACTCGCCGTCCTGTAGGGAGGAGTCCTGG 
Mutagenizar el punto PstI que contiene la 
secuencia codificante para la proteína 
fluorescente mCherry en el plásmido 
pCR2.2-TOPO-mCherry 
Fw Snf7 
Rv Snf7 
ACATGCATGCTCGTCGGAAATCAGTATT 
CGGGATCCAAGCCCATTTCTGCTTG 
Amplificación de la secuencia codificante 
del gen SNF7 precedida por una secuencia 
de ~300 nucleótidos de su propio 
promotor 
Fw HindIII Rho1 
Rv BamHI Rho1 
CCCAAGCTTACCTCATCTGTGAGGTTGGG 
CGGGATCCCTATAACAAGACACACTTCTTC 
Amplificación de la secuencia codificante 
del gen RHO1 precedida por una 
secuencia de ~500 nucleótidos de su 
propio promotor 
Fw Mut Xba 
 
Rv Mut Xba  
CATAGAACTTTAAAAATTATTCTAGAAAGATGTCACA
ACAAGTTG 
CCAACTTGTTGTGACATCTTTCTAGAATAATTTTTAAA
GTTCTATG 
Introducción mediante mutagénesis 
dirigida un punto de corte XbaI justo 
antes del comienzo de la secuencia 
codificante de RHO1 
Fw Cherry Xba 
Rv Cherry Xba  
GCTCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAG 
GCTCTAGACTTGTACAGCTCGTCCATG 
Amplificación de la secuencia codificante 
de mCherry 
Fw ACT_F_BIS 
Rv ACT_R_BIS 
ACGAAAGATTCAGAGCCCCA 
GCAGATTCCAAACCCAAAACA 
Amplificación del gen ACT1 mediante PCR 
cuantitativa  
Fw ARO10 
Rv ARO10 
CGACGTTATGTCTTGGAAATGG 
CTTTCCGTCGAAGTCTCCGA 
Amplificación del gen ARO10 mediante 
PCR cuantitativa 
Fw PRM10 
Rv PRM10 
TTCAAGTGCCATCTGGTATTGC 
GCAACCCAGACAACAACGAA 
Amplificación del gen PRM10 mediante 
PCR cuantitativa 
Fw YIL117C 
Rv YIL117C  
AGACATAAGGAAACCCGCAAAAA 
ACGATTTACGCTACCATCACTTTCT 
Amplificación del gen PRM5 mediante 
PCR cuantitativa 
Fw YHR097C 
Rv YHR097C  
GTCACTGCCACCCAAGGAA 
AGCTTGTTGCCGGTGTTTTC 
Amplificación del gen YHR097C mediante 
PCR cuantitativa 
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PLÁSMIDO CARACTERÍSTICAS FUENTE O 
REFERENCIA 
YCpLG Vector de expresión en levaduras centromérico que contiene la 
secuencia del promotor GAL1 
J. Thorner 
YCpLG-PI3Kα-CAAX Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica de 
PI3K p110α de Bos taurus fusionada en 3´ a la secuencia de una 
señal de prenilación 
(Rodriguez-Escudero 
et al., 2005) 
YCpLG-PI3K (K802R)-
CAAX 
Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica de 
PI3K p110α de Bos taurus fusionada a la secuencia de una señal de 
prenilación con la mutación K802R que anula su actividad catalítica 
(Rodriguez-Escudero 
et al., 2005) 
YCpLG-SigD Contiene la secuencia codificante para el efector bacteriano de 
Salmonella SigD/SopB. 
(Rodriguez-Escudero 
et al., 2006) 
YCpLG-PI3Kα-CAAX C2 Plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX portando las mutaciones K410A, 
R412A, K413A y K416A en el dominio C2 de la subunidad catalítica 
de PI3K p110α 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα-CAAX RBD Plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX portando la mutación K227E en el 
dominio RBD de la subunidad catalítica de PI3K p110α 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica p110α 
de Bos taurus 
(Andres-Pons et al., 
2007) 
YCpLG-PI3Kα C2 Plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX C2 que carece de la señal de 
prenilación en carboxi terminal porque se ha generado un codón 
de terminación mediante mutagénesis dirigida antes de dicha 
secuencia  
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα RBD Plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX RBD que carece de la señal de 
prenilación en carboxi terminal porque se ha generado codón de 
terminación mediante mutagénesis dirigida antes de esta 
secuencia 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα (H1047R) Plásmido YCpLG-PI3Kα portando la mutación oncogénica H1047R 
en su dominio quinasa 
(Andres-Pons et al., 
2007) 
YCpLG-PI3Kα (H1047R) 
C2 
Plásmido YCpLG-PI3Kα C2 al que se le ha introducido mediante 
mutagénesis dirigida la mutación oncogénica H1047R 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα (H1047R) 
RBD 
Plásmido YCpLG-PI3Kα RBD al que se le ha introducido mediante 
mutagénesis dirigida la mutación oncogénica H1047R 
Este trabajo 
Flag-p110α Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica de 
PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en 5´ a la secuencia del 
epítopo FLAG 
(Sun et al., 2011) 
Myr-p110α Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica de 
PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en 5´ a una secuencia de 
miristoilación 
(Sun et al., 2011) 
Mut-myr-p110α Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica de 
PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en 5´ a una secuencia de 
miristoilación inactivada por mutación 
(Sun et al., 2011) 
pGEMt-FLAG-PI3Kh0-
1900  
Inserción del producto de PCR que contiene los 1900 primeros 
nucleótidos de la secuencia codificante de la subunidad catalítica 
de PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en posición 5´ a la 
secuencia del epítopo FLAG al que se han añadido los puntos de 
corte BamHI/XbaI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
pGEMt-Myr-PI3Kh0-
1900 
Inserción del producto de PCR que contiene los 1900 primeros 
nucleótidos de la secuencia codificante de la subunidad catalítica 
de PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en posición 5´ a una 
secuencia de miristoilación a la que se han añadido los puntos de 
corte BamHI/XbaI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
pGEMt-MutMyr-
PI3Kh0-1900 
Inserción del producto de PCR que contiene los 1900 primeros 
nucleótidos de la secuencia codificante de la subunidad catalítica 
de PI3K p110α de Homo sapiens fusionada en posición 5´ a una 
secuencia de miristoilación mutada a la que se han añadido los 
puntos de corte BamHI/XbaI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα* Plásmido YCpLG-PI3Kα en el que se ha mutagenizado el punto de 
corte BamHI que existe en el MCS del YCpLG en posición 3´ con 
respecto a la secuencia codificante de PI3K 
Este trabajo 
YCpLG-PI3Kα** Plásmido YCpLG-PI3Kα* en el que se ha mutagenizado el punto de 
corte XbaI que existe en el MCS del YCpLG en posición 3´ con 
respecto a la secuencia codificante de PI3K 
Este trabajo 
Tabla 6. Plásmidos empleados y generados en este trabajo. 
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YCpLG-FLAG-PI3KαQ Sustitución de los primeros 1900 nucleótidos de PI3K en el 
plásmido YCpLG-PI3Kα** mediante la inserción en los sitios 
BamHI/XbaI que existen en esta zona del producto de PCR clonado 
en el vector pGEMt-FLAG-PI3Kh0-1900 
Este trabajo 
YCpLG-Myr-PI3KαQ Sustitución de los primeros 1900 nucleótidos de PI3K en el 
plásmido YCpLG-PI3Kα** mediante la inserción en los sitios 
BamHI/XbaI que existen en esta zona del producto de PCR clonado 
en el vector pGEMt-Myr-PI3Kh0-1900 
Este trabajo 
YCpLG-MutMyr-PI3KαQ Sustitución de los primeros 1900 nucleótidos de PI3K en el 
plásmido YCpLG-PI3Kα** mediante la inserción en los sitios 
BamHI/XbaI que existen en esta zona del producto de PCR clonado 
en el vector pGEMt-MutMyr-PI3Kh0-1900 
Este trabajo 
pYES2 Vector de expresión en levaduras episómico Stratagene 
pYES2-GFP-Akt1 Contiene la secuencia codificante de Akt1 fusionada en 3´ a la 
secuencia codificante para la proteína fluorescente GFP 
(Rodriguez-Escudero 
et al., 2005) 
pYES-GFP-Akt1K179M Plásmido pYES2-GFP-Akt1 que contiene la mutación K179M que 
anula su actividad catalítica 
(Rodriguez-Escudero 
et al., 2005) 
pRS315-HA-GFP-cSNC1 Plásmido que contiene la secuencia codificante de la proteína Snc1 
precedida por las secuencias del epítopo HA y de la proteína 
fluorescente GFP 
(Robinson et al., 
2006) 
pMLP1-lacZ Contiene una fusión del promotor del gen MLP1 al gen que 
codifica para la β-galactosidasa lacZ 
(Garcia et al., 2009) 
pRS426-GFP-2XPH 
(PLCδ) 
Contiene dos copias en tándem del dominio PH de la fosfolipasa C 
δ1 en fusión a la secuencia de la proteína fluorescente GFP 
(Stefan et al., 2002) 
pVD67 Contiene una fusión de la secuencia codificante para la proteína 
Pkc1 a la secuencia codificante de GFP 
(Denis et al., 2005) 
pCR2.2-TOPO-mCherry Contiene la secuencia codificante para la proteína fluorescente 
mCherry en el vector comercial pCR2.2-TOPO 
M.A. Peñalba 
pCR2.2-TOPO-mCherry-
PstIMUT 
Plásmido pCR2.2-TOPO-mCherry que porta una mutación que 
anula el punto PstI que contiene la secuencia codificante de 
mCherry. 
Este trabajo 
pGEMt-Cherry Pst1MUT Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante de la proteína fluorescente mCherry a la que se le han 
añadido dos puntos de corte PstI 
Este trabajo 
pVD67-Pkc1-mCherry Inserción del producto de PCR procedente del vector pGEMt-
Cherry Pst1 MUT en el sitio PstI del plásmido pVD67 
Este trabajo 
YEPlac112 Vector de expresión en levaduras episómico (Gietz y Sugino, 1988) 
pGEMt-
mCherryBamEco 
Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante de la proteína fluorescente mCherry a la que se le han 
añadido los puntos de corte BamHI y EcoRI 
Este trabajo 
YEPlac112-mCherry Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante de mCherry a la que se han añadido los puntos de 
corte BamHI/EcoRI 
Este trabajo 
pGEMt-Ste2 Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante para la proteína Ste2 precedida por una secuencia de 
~300 nucleótidos de su propio promotor al que se han añadido los 
puntos de corte SphI/BamHI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
YEPlac112-Ste2-
mCherry 
Inserción del producto de PCR procedente del vector pGEMt-Ste2 
en los sitios SphI/BamHI del vector YEPlac112-mCherry 
Este trabajo 
pGEMt-Anp1 Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante de la proteína Anp1 precedida por una secuencia de 
~300 nucleótidos de su propio promotor al que se han añadido los 
puntos de corte SphI/BamHI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
YEPlac112-Anp1-
mCherry 
Inserción del producto de PCR procedente del vector pGEMt-Anp1 
en los sitios SphI/BamHI del vector YEPlac112-mCherry 
Este trabajo 
pGEMt-Snf7 Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante del gen SNF7 precedida por una secuencia de ~300 
nucleótidos de su propio promotor al que se han añadido los 
puntos de corte SphI/BamHI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
YEPlac112-Snf7-
mCherry 
Inserción del producto de PCR procedente del vector pGEMt-Snf7 
en los sitios SphI/BamHI del vector YEPlac112-mCherry 
Este trabajo 
pRS414-dsRED-Vps21 Contiene la secuencia codificante del gen VPS21 fusionada en 
posición 5´ a la secuencia de la proteína fluorescente dsRED; la 
expresión está controlada por el promotor PHO5 
(Cabrera et al., 2013) 
pRS415-Vps3-GFP Contiene la secuencia codificante del gen VPS3 fusionada en 3´ a la 
secuencia de GFP; la expresión está controlada por el promotor 
NOP1 
(Cabrera et al., 2013) 
pRS415-Vps8-GFP Contiene la secuencia codificante del gen VPS8 fusionada en 3´ a la (Cabrera et al., 2013) 
Materiales y Métodos 
 
 
79 
 
secuencia de GFP; la expresión está controlada por el promotor 
NOP1 
pRS414-mCherry-Ypt7 Contiene la secuencia codificante del gen YPT7 fusionada en 
posición 5´ a la secuencia de mCherry; la expresión está controlada 
por el promotor TP1 
(Lachmann et al., 
2012) 
pRS414-dsRED-Pep12 Contiene la secuencia codificante del gen PEP12 fusionada en 
posición 5´ a la secuencia de la proteína fluorescente dsRED; la 
expresión está controlada por el promotor PHO5 
(Lachmann et al., 
2012) 
pRC647 Expresa la secuencia codificante de la proteína Ypt31 fusionada en 
3´ a la de GFP bajo el control . 
(Buvelot et al., 2006) 
pRC630 Expresa la secuencia codificante de la proteína Ypt31 fusionada en 
3´ a la de GFP bajo el control . 
R. Collins  
YCpLac22-GAL Plásmido en que se ha introducido la secuencia promotora del gen 
GAL1 
I. Rodríguez-Escudero  
YCpLac22-GAL-PI3Kα-
CAAX 
Contiene la secuencia codificante de la subunidad catalítica p110α 
de PI3K de Bos taurus fusionada en posición 5´ a un residuo de 
prenilación en el plásmido YCpLac22-GAL 
I. Rodríguez-
Escudero. 
pGEMt-Rho1 Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia 
codificante del gen RHO1 precedida por una secuencia de ~500 
nucleótidos de su propio promotor al que se han añadido los 
puntos de corte HindIII/BamHI en el vector pGEMt 
Este trabajo 
pGEMt-Rho1MutXbaI Plásmido pGEMt-Rho1 en el que se ha introducido mediante 
mutagénesis dirigida un punto de corte XbaI justo antes del 
comienzo de la secuencia codificante de RHO1 
Este trabajo 
YCpLac111 Vector de expresión en levaduras centromérico  (Gietz et al., 1988) 
YCpLac111- Rho1  Inserción del producto de PCR procedente del vector pGEMt-
Rho1MutXbaI en los sitios HindIII/BamHI del vector YCpLac111 
Este trabajo 
YCpLac111- mCherry-
Rho1 
Inserción del producto de PCR que contiene la secuencia de 
mCherry a la que se añadieron puntos de corte XbaI, en el punto 
XbaI del plásmido YCpLac111-Rho1 
Este trabajo 
   
 
La introducción de las mutaciones se llevó a cabo mediante mutagénesis dirigida. Para 
ello se realizó una PCR utilizando una polimerasa de alta procesividad, la Pfu Turbo 
(Stratagene), y se siguieron las especificaciones del kit QuikChange Site-directed 
Mutagenesis (Stratagene). Los oligonucleótidos empleados se diseñaron según estas 
especificaciones y contenían la mutación deseada. Como molde se usó el plásmido sin la 
mutación. Tras la reacción de PCR mutagénica, se digirió el producto de PCR con la 
enzima de restricción DpnI, que únicamente digiere DNA metilado, con lo que se eliminó 
el DNA molde dejando únicamente el sintetizado de novo, que contenía la mutación 
deseada. La secuenciación de DNA fue llevada a cabo por la Unidad de Genómica de la 
UCM, que cuenta con un secuenciador automático multicapilar ABI Prism 3730 (Applied 
Biosystems). Los oligonucleótidos empleados para PCR y secuenciación de DNA están 
descritos en la Tabla 5. 
Para la extracción de plásmidos de E. coli se empleó el protocolo de lisis alcalina y en 
ocasiones el kit comercial Qiaquick Plasmid Mini-Kit (Qiagen). Para la lisis alcalina se 
recogió mediante centrifugación a 13000 rpm durante 1 minuto un volumen de 3 ml de 
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cultivo que había sido cultivado durante 18 horas en medio LB con ampicilina a una 
concentración de 100 µg/ml. El sedimento se resuspendió en 100 µl de solución de lisis I 
(glucosa 50mM, EDTA 10 mM, Tris HCl 25mM pH 8); a continuación se añadieron 200 µl 
de solución de lisis II (NaOH 0,2N, 1% de SDS); por último se añadieron 150 µl de 
solución de lisis III (29,4 % de acetato potásico y 11,5% de ácido acético glacial). Se 
centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se precipitó con 2 
volúmenes de etanol 100% a -20°C durante 20 minutos, se centrifugó a 13000 rpm 
durante 10 minutos y por último se lavó con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 
agua bidestilada y desionizada MilliQ. Cuando se precisaron mayores cantidades de DNA 
plasmídico se empleó el Qiaquick Plasmid Midi-Kit (Qiagen). 
Para transformar E.coli se siguió el protocolo de Hanahan (1983), es decir, 100 µl de 
células competentes se incubaron durante 30 minutos en hielo con 1 µl de DNA 
plasmídico o con 10 µl de DNA de una reacción de ligación o de mutagénesis dirigida de 
un plásmido. Posteriormente se aplicó un choque térmico durante 90 segundos a 42°C y, 
se incubó de nuevo en hielo durante 2 minutos. A continuación se añadieron 4 
volúmenes de medio LB y se incubaron durante 1 hora en agitación a 37°C, tras lo cual 
se sembraron en medio selectivo LB con amipicilina 100 µg/ml a 37°C durante 24 horas. 
Los plásmidos empleados están descritos en la Tabla 6. 
Para transformar las células de levadura se siguió el protocolo convencional de 
transformación con acetato de litio (Ito et al., 1983); a partir de un preinóculo en YPD se 
cultivaron las levaduras hasta una D0600 de 1. Se centrifugaron 10 ml de cultivo y las 
células recogidas fueron resuspendidas en una mezcla compuesta por un 40% de 
polietilenglicol 4000, 0,2M de acetato de litio y 1 µl/ml de β-mercaptoetanol. Se añadió 
0,6 mg de DNA y tras 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, las células se 
incubaron en agitación a 45°C durante 30 minutos, tras lo cual se sembraron en placas 
de medio SD selectivo, en función del marcador auxotrófico del plásmido, que se 
incubaron 3 días a 30°C para la obtención de transformantes. 
4. Ensayo de crecimiento en gota mediante diluciones 
decimales seriadas  
El efecto sobre el crecimiento de las distintas proteínas que se expresaron de forma 
heteróloga en levadura se evaluó mediante la siembra de gotas de diluciones decimales 
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seriadas de una suspensión celular en placas SD o SG que carecían de los 
correspondientes requerimientos auxotróficos para el mantenimiento de los plásmidos. 
Para ello, los transformantes se incubaron durante 18 horas en medio selectivo SD. 
Estos preinóculos se emplearon para preparar una nueva suspensión en agua estéril a 
D0600 de 0,5. Se depositaron 5 μl de cada suspensión y de tres diluciones decimales 
seriadas de las mismas en la superficie de las placas de agar SD, como control de 
crecimiento, y SG, para inducir la expresión de los genes regulados por el promotor 
GAL1. El crecimiento se observó de 48 a 72 horas después de su incubación a 30°C. 
5. Ensayos de recuento de unidades formadoras de colonias 
(UFCs) 
Para medir la viabilidad celular en células expresando p110α-CAAX se llevaron a cabo 
ensayos de recuento de UFCs. Las células transformadas con los plásmidos YCpLG-PI3Kα-
CAAX o YCpLG-PI3Kα (K802R)-CAAX se sembraron en medio SR durante 18h. 
Posteriormente se añadió nuevo medio SG hasta una D0600 de 0,2 y se incubaron 
durante 8 horas a 30°C en agitación. Teniendo en cuenta que 1 unidad de densidad 
óptica de células de levadura equivale a 2·107 células/ml, se sembró en medio sólido SD 
el mismo número de células de cada transformante, y posteriormente se incubaron las 
placas a 30°C durante 48 horas. Para calcular la viabilidad celular se realizó el recuento 
de UFCs. Se obtuvo el porcentaje de viabilidad de las células expresando YCpLG-PI3Kα-
CAAX con respecto a la media del número de CFUs que se obtenían en el caso de las 
células expresando el plásmido YCpLG-PI3Kα(K802R)-CAAX, al cual se asignó un 100% de 
viabilidad. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. 
6. Ensayos de inhibición en medio líquido 
Los transformantes de levadura se sembraron en medio selectivo SR durante 18 horas y 
posteriormente se diluyeron con nuevo medio de cultivo SR hasta una D0600 de 0,05, 
para los ensayos de inhibición de p110α, y de 0,1, para los ensayos de inhibición de Akt. 
5 μL de estos cultivos se inocularon en placas de 96 pocillos que contenían 100 μL de 
medio SG para producir la expresión heteróloga de las distintas proteínas. Cuando se 
realizaron estudios de permeabilidad se añadió al medio de cultivo una concentración 
de 0,003% de SDS. Los compuestos se diluyeron en el medio SG a una determinada 
concentración y se realizaron diluciones seriadas en base 2. Se emplearon LY294002 
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(Echelon, Sigma), 15e (“PI3Kα inhibitor II” Echelon), PI103 (Echelon), ZSTK474 
(Selleckchem), GDC-0941 (Selleckchem), Inhibidor X (Calbiochem), inhibidor XI 
(Calbiochem) y triciribina (Calbiochem); la CMI de estos compuestos se determinó 
previamente sobre la cepa silvestre BY4741. La D0600 se midió a 24, 30, 40 y 48 horas en 
un espectrofotómetro para placas de 96 pocillos (modelo 680; BioRad).  
Para normalizar los resultados obtenidos en los ensayos de inhibición se calculó un ratio 
de recuperación de crecimiento para cada inhibidor y para cada condición evaluada. 
Éste se calculó dividiendo la diferencia de D0600 después de la incubación menos la D0600 
antes de la incubación para cada concentración, entre la diferencia de D0600 después de 
la incubación menos la D0600 antes de la incubación en ausencia de compuesto. 
7. Ensayos de inhibición de halo reverso en medio sólido 
Los transformantes se incubaron en medio SR durante 18 horas y posteriormente se 
diluyeron con medio de cultivo SR hasta una D0600 de 0,5. A partir de estas suspensiones, 
se inoculó una placa de medio sólido SG con una torunda estéril y se colocó en el centro 
un disco de 6 mm de celulosa que había sido previamente cargado con 15 μL de una 
solución concentrada del compuesto disuelto en DMSO. Se dejó difundir y 
posteriormente se incubó durante 72 horas a 30°C, al cabo de las cuales se midió el halo 
de crecimiento alrededor del disco. Para evaluar el efecto de agentes surfactantes sobre 
la permeabilidad de las células de S. cerevisiae se añadieron al medio de cultivo SG los 
detergentes dodecil sulfato sódico (SDS) (Duchefa Biochemie), nonil 
fenoxipolietoxiletanol 40 (NP-40) (Fluka) o Tritón X-100 (GE Healthcare) a distintas 
concentraciones. 
8. Rastreo de inhibidores de PI3K  
La búsqueda de inhibidores de PI3K se llevó a cabo sobre una colección de extractos de 
actinomicetos y hongos, disponible en la Fundación MEDINA, que se almacena en placas 
de 96 pocillos a una concentración arbitraria de 2×Whole Broth Equivalent (WBE) en 
DMSO al 20%. El rastreo se llevó a cabo en placas de 96 pocillos, en las que mediante un 
equipo pipeteador automático (Aquarius TECAN) se dispensaron 5 µl por pocillo de cada 
extracto.  
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Para el rastreo primario, levaduras de la cepa Y03951 (mutante snq2Δ) transformadas 
con el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX, se cultivaron durante 18 horas en medio SR. 
Posteriormente se diluyeron hasta una DO600 de 0,02 con nuevo medio SG con una 
concentración del 0,003% del detergente SDS. Con un sistema dispensador automático 
(Multidrop Thermo) se añadieron 100 µl de estos inóculos en cada pocillo. En cada placa 
se reservaron cuatro pocillos con medio de cultivo y sin inóculo como blanco; otros 
cuatro pocillos con medio de cultivo y sin extracto se inocularon con levaduras 
transformadas con el plásmido YCpLG-PI3Kα(K802R)-CAAX, para expresar el mutante 
catalíticamente inactivo de p110α-CAAX, como control positivo de crecimiento; como 
control de la toxicidad inducida por p110α-CAAX, en otros cuatro pocillos con medio de 
cultivo y sin extracto se inocularon levaduras expresando el plásmido YCpLG-PI3Kα-
CAAX; como control interno positivo de inhibición de PI3K se empleó el inhibidor 
LY294002 a las concentraciones de 125, 62,5, 31,25 y 16 μM en cada placa. En los 
ensayos de determinación de la especificidad se emplearon levaduras de la misma cepa 
transformadas con el plásmido YCpLG-SigD que codifica el efector de Salmonella 
SigD/SopB, en lugar de p110α-CAAX, empleando como controles los mismos que en los 
ensayos de inhibición de p110α-CAAX, a excepción del control negativo de crecimiento, 
que en este caso fueron levaduras expresando el plásmido YCpLG-SigD en ausencia de 
extracto. Para llevar a cabo los ensayos dosis-respuesta se realizaron diluciones seriadas 
en base 2 en DMSO 20% de los extractos que habían resultado positivos en los ensayos 
previos. Posteriormente se añadió el inóculo de levaduras expresando el plásmido 
YCpLG-PI3Kα-CAAX. 
Para todos los ensayos se midió la DO600 antes y después de las 30 horas de incubación a 
30°C, para poder sustraer el valor de absorbancia a tiempo cero que algunos extractos 
coloreados presentaban. La absorbancia se midió en un equipo Multi-Detection 
Microplate Reader Ultra Evolution TECAN. 
Para el procesamiento y análisis de resultados se empleó el programa Genedata 
Screener. La actividad inhibidora de los extractos sobre p110α-CAAX o sobre SigD/SopB, 
dependiendo del caso, se expresó como el porcentaje de recuperación de crecimiento, 
considerando el 100% de crecimiento el de las células expresando el mutante 
catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R, y el 0% el de levaduras expresando p110α-
CAAX o SigD/SopB en ausencia de extracto. Se consideraron positivos aquellos extractos 
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que recuperaron el crecimiento de la levadura expresando p110α-CAAX ≥ 75%. Estos 
extractos se volvieron a ensayar para confirmar su actividad y con aquellos extractos 
confirmados se realizó un ensayo de especificidad. Los extractos cuyo porcentaje de 
recuperación de crecimiento sobre SigD/SopB fue ≤ 50% se consideraron específicos.  
Para determinar la reproducibilidad del ensayo se calculó el coeficiente de 
determinación r2 entre dos de las réplicas del ensayo de confirmación. La aplicación 
Condoseo del Genedata Screener generó a partir de los datos las curvas dosis-respuesta 
y, en función del parámetro R2, se estableció si las curvas presentaban una correlación 
adecuada. Los factores Z’ y RZ’ se calcularon como se describe en Zhang et al. ( 1999) y 
Kummel et al. (2010). 
9. Análisis transcripcional mediante microarrays de DNA  
A excepción de la extracción de RNA, todos los experimentos se llevaron a cabo en la 
Unidad de Genómica del PTM/UCM. 
9.1. Extracción de RNA 
Las células de levadura se cultivaron en medio SR durante 18 horas y al cabo de este 
período se añadió nuevo medio de cultivo SR y galactosa a una concentración final del 
2% hasta una D0600 de 0,3 para inducir la expresión de genes controlados por el 
promotor GAL1, y se incubaron a 30°C en agitación durante 4 horas. Se recogieron 5 ml 
de estos cultivos mediante centrifugación a 3000 rpm durante 3 minutos a 4°C y se 
extrajo el RNA mediante ruptura mecánica siguiendo las instrucciones del kit RNeasy 
MIDI kit (Qiagen). La concentración del RNA extraído se midió a 260 nm en un 
espectofotómetro ND-1000 (1 DO a 260 nm equivale a 40 μg/ml de RNA) y su calidad y 
perfil de tamaños se comprobó por cromatografía capilar en un cromatógrafo 
Bioanalyzer 2100B (Agilent Technologies). Para cada condición se extrajo el RNA de 
células de cultivos que procedían de tres transformantes distintos.  
9.2. Síntesis, marcaje e hibridación de microarrays de DNA 
El cDNA de doble cadena se sintetizó a partir de 5 µg del RNA extraído mediante 
transcripción reversa con el kit One-cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix). Tras su 
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purificación con el kit GeneChip Sample Cleanup Module (Affymetrix), el cDNA se empleó 
como molde en la reacción de transcripción para generar el cRNA. Para ello se empleó el 
kit de marcaje GeneChip IVT Labeling Kit, el cual emplea análogos de nucleótidos 
marcados con biotina, que se incorporan al cRNA, de forma que éste queda finalmente 
marcado. A continuación el cRNA marcado con biotina se purificó empleando de nuevo 
el Sample Cleanup Module. Por último y con objeto de mejorar la sensibilidad en la 
posterior hibridación con el soporte, se hidrolizó el cRNA en fragmentos de 35 a 200 
bases según las instrucciones del kit Sample Cleanup Module. La concentración y calidad 
del cRNA se midieron de nuevo en un espectrofotómetro y cromatógrafo, 
respectivamente. La hibridación se realizó sobre la plataforma Affymetrix, que contiene 
sondas que representan aproximadamente todos los ORFs de S.cerevisiae. El cRNA 
marcado y disuelto en un cóctel de hibridación, se incubó con el soporte conteniendo las 
sondas durante 16 horas a 45°C. Transcurridas las 16 horas de incubación, la plataforma 
se lavó en la estación de fluidos GeneChip Fluidics Station 450 y se tiñó con un 
conjugado fluorescente de Estreptavidina-Ficoeritrina, que se une a la biotina del cRNA 
marcado. Por último, la placa se escaneó y se registraron las señales de fluorescencia 
emitidas por la ficoeritrina.  
9.3. Análisis de imágenes, procesamiento de datos y análisis estadístico 
Los valores de intensidad de las señales de fluorescencia obtenidas se convirtieron en 
valores de expresión génica a través del programa GCRMA (Bioconductor) (Han et al., 
2004). Para expresar las diferencias en los niveles de expresión se calculó un ratio que 
resultó de la media de las señales de fluorescencia de las muestras tratadas dividido 
entre la media de las señales de fluorescencia de las muestras control. Se consideraron 
inducidos por expresión de esta proteína aquellos ORFs cuyo ratio fue ≥1,7 y reprimidos 
aquellos cuyo ratio fue ≤0,6. El análisis estadístico se realizó con el programa Cyber-t 
(http://cybert.microarray.ics.uci.edu/) (Baldi y Long, 2001) que calculó un p-value 
Bayesiano para determinar la significación estadística de los ratios de inducción o 
represión. Sólo se tuvieron en cuenta para los análisis posteriores aquellos ORFs cuyos 
valores de señal presentaran un p value bayesiano ≤0,05.  
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9.4. Análisis de resultados 
Siguiendo estos criterios, los genes diferencialmente expresados con significación 
estadística se agruparon funcionalmente en categorías empleando las herramientas 
bioinformáticas Genecodis [http://genecodis.dacya.ucm.es, CNB-CSIC, Madrid; (Tabas-
Madrid et al., 2012), (Nogales-Cadenas et al., 2009), (Carmona-Saez et al., 2007)], Go 
Term Finder y Go Slim Mapper [SGD (http://www.yeastgenome.org, Standford 
University, CA)]. Además, para determinar la significación estadística de la agrupación 
funcional se calculó un p value de Bonferroni para el porcentaje de genes relacionados 
con una función determinada en la lista de los diferencialmente expresados, con 
respecto al total de genes en el genoma relacionados con esa función. Para realizar la 
agrupación del perfil transcripcional obtenido en condiciones de expresión de p110α-
CAAX con otros similares se empleó el programa MeV, seleccionando clustering 
jerárquico y medida de distancias euclidianas [(http://www.tm4.org/mev, Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston) (Saeed et al., 2003; Saeed et al., 2006)]. 
Para determinar los factores de transcripción implicados en la regulación de los genes 
diferencialmente expresados se empleó de nuevo la herramienta Genecodis y para 
establecer un criterio de selección en el establecimiento de la asociación estadística se 
procedió al cálculo de un p value de Bonferroni de la misma forma que para el 
establecimiento de grupos funcionales. Se seleccionaron solo aquellos en los que este 
valor era ≤1·10-9. 
9.5. RT-PCR cuantitativa en tiempo real 
La RT-PCR cuantitativa se realizó por triplicado con los mismos RNAs que los empleados 
para microarrays de DNA. A partir de 2 µg de los RNAs se sintetizó por transcripción 
reversa el cDNA mediante el kit AS Transcription System (Promega). Las condiciones de 
la reacción de retrotranscripción fueron 45 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C y 
finalmente 5 minutos a 4°C. El cDNA se diluyó hasta 1:100 en agua MilliQ. En placas de 
384 pocillos y por duplicado con cada cDNA obtenido, se añadieron 4,5 µl de cDNA, 5 μL 
de Power SYBR Green PCR Master MIX (Applied Biosystems) y 0,6 μL de la pareja de 
oligonucleótidos específicos a una concentración de 5 μM. Los oligonucleótidos fueron 
diseñados mediante el programa Primer Express y donados por el grupo del Dr. Arroyo 
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(Departamento de Microbiología II, UCM). Las secuencias para amplificar los genes se 
encuentran en la Tabla 6.  
La PCR cuantitativa a tiempo real se realizó en Unidad de Genómica de la UCM en el 
equipo Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time. Las condiciones de reacción de PCR 
fueron un ciclo de 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 minutos a 95°C y 1 
minuto a 60°C. Para descartar la presencia de productos inespecíficos en la reacción, se 
realizó el análisis de curvas de disociación para cada uno de los genes amplificados. La 
expresión de los resultados obtenidos para cada gen se llevó a cabo normalizando los 
valores con respecto al gen control ACT1, cuya expresión se mantiene constante 
independientemente de las condiciones experimentales; los ratios de expresión 
diferencial se calcularon siguiendo el método 2-ΔΔCt descrito por Livak y Schmittgen (Livak 
y Schmittgen, 2001). 
10. Detección de proteínas mediante Western-blotting 
10.1. Obtención de extractos proteicos 
Las células de levadura se cultivaron en medio SR durante 18 horas y al cabo de este 
período se añadió nuevo medio de cultivo SR y galactosa a una concentración final del 
2% hasta una D0600 de 0,3 para inducir la expresión de genes controlados por el 
promotor GAL1, y se incubaron a 30°C en agitación durante al menos 4 horas, de forma 
general. Posteriormente se recogieron por centrifugación a 3000 rpm durante 3 minutos 
a 4°C y se resuspendieron en tampón de lisis frío (50 mM de TrisHCl pH=7,5, 10% de 
glicerol, 1% de Tritón X-100, 0,1% de SDS, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA); además se 
añadieron extemporáneamente por cada 1 ml, 100 μl de mezcla de inhibidores de 
proteasas (Complete Mini EDTA Free, Roche) y 100 μl de para-metil-sulfonil-fluoruro 
(PMSF, Sigma) 0,1M. A cada sedimento se añadieron 100 μl de esta mezcla y perlas de 
vidrio de 1 mm de diámetro (Sartorius); las células se rompieron mediante ruptura 
mecánica en un agitador de células Fast Prep (FP120/BIO101 ThermoSavant) a velocidad 
5,5 durante 30 segundos. Posteriormente se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos y 
se tomó el sobrenadante. La concentración de proteína de los extractos se determinó 
midiendo su absorbancia en un espectrofotómetro Beckman DV 640 a 280 nm (1 unidad 
de DO.280 nm corresponde aproximadamente a una concentración de 1 mg/ml de 
proteína). La concentración de las muestras se igualó mediante adición de la cantidad 
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que se precisase de tampón de lisis a cada muestra. A continuación se añadió tampón de 
carga SDS-PAGE 2X (125 mM de Tris HCl pH=6,8, 5% de SDS, 25% de glicerol, una punta 
de espátula de azul de bromofenol y 200 μl de DTT por cada ml de tampón de carga) a 
los extractos y se hirvieron durante 5 minutos.  
10.2. Electroforesis de proteínas 
La separación electroforética de proteínas se llevó a cabo según el método de Laemmli 
(Laemmli, 1970). Los extractos proteicos se cargaron en geles SDS-PAGE de 
poliacrilamida constituidos por un gel concentrador al 5% y otro separador al 10%. Los 
geles se colocaron en cubetas Miniprotean II Cell (Bio-Rad), con tampón de 
electroforesis (0,3% de Tris, 1,5% de glicina y 0,1% de SDS) y la electroforesis se realizó a 
un voltaje constante de 150 V durante 60 minutos. El patrón de pesos moleculares 
procedió de Bio-Rad.  
10.3. Transferencia de proteínas 
La transferencia de las proteínas de los geles de poliacrilamida a membranas de 
nitrocelulosa (Hybond, Amersham) se llevó a cabo en cubetas Mini Trans-Blot Transfer 
Cell (BioRad) a un voltaje constante de 100 V durante 1 hora, protegiendo tanto la 
membrana como el gel con papel Whatman 3MM y con dos esponjas. Las cubetas 
contenían tampón de transferencia (0,58 % de Tris, 0,29 % de glicina y 0,037% de SDS) al 
cual se añadían extemporáneamente 200 ml de etanol por cada litro de tampón. Para 
verificar que la transferencia se hubiera efectuado correctamente se tiñeron las 
membranas con una solución de rojo Ponceau (1% de ácido acético glacial y 0,5% de rojo 
Ponceau disueltos en agua destilada).  
10.4. Inmunodetección 
 La membrana se bloqueó con leche al 5% diluida en PBS durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Posteriormente se incubó con el anticuerpo primario diluido en una solución 
de PBS-Tween-20 al 0,1% y 1% de leche, durante 1 hora a temperatura ambiente o 18 
horas a 4°C. Se lavó 5 veces con PBS-Tween-20 0,1% y se incubó durante 1 hora en 
oscuridad con el anticuerpo secundario, conjugado a un fluorocromo (LI-COR), diluido en 
la misma solución que el primario. Tras 5 lavados con PBS-Tween-20 0,1%, las 
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membranas se escanearon con el escáner Odyssey (LI-COR). Los anticuerpos primarios 
empleados fueron anti-actina clon C4 (Inmuno MP Biomedicals; dilución 1:2000); anti-
fosfo p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) (Cell Signalling; dilución 1:2000); anti-
Slt2 (Martin et al., 1993); dilución 1:2000); Anti-GFP (Clontech; dilución 1:1000); anti-
fosfo-Akt-Ser473 (Cell Signalling; dilución 1:1000); Anti-Myc 4A6 (Millipore; dilución 
1:1000); anti-G6PDH (Sigma; dilución 1:50000).  
Los anticuerpos secundarios empleados fueron anti-mouse IgG-Alexa FluorR 680, anti-
rabbit IgG-IRDyeR 800CW y anti-rabbit IgG-IRDyeR 680; todos ellos de LI-COR y a una 
dilución de 1:5000. 
11. Ensayos β-galactosidasa  
Las células de levadura se cultivaron en medio SR durante 18 horas y al cabo de este 
período se añadió nuevo medio de cultivo SR y galactosa a una concentración final del 
2% hasta una D0600 de 0,3 para inducir la expresión de genes controlados por el 
promotor GAL1, y se incubaron a 30°C en agitación. Se recogieron por centrifugación 10 
ml de cultivo para preparar los extractos proteicos. Posteriormente las células se 
resuspendieron en 250 μl de tampón de lisis (100 mM Tris-HCl pH 8,1, 1 mM DTT y 20% 
de glicerol) y se rompieron mecánicamente mediante la adición de perlas de vidrio 
(Glasperlen 1 mm, Sartorius) y agitación en un sistema Fast Prep (FP120/BIO101 
ThermoSavant) a velocidad 5,5 durante 30 segundos. Después se midió la concentración 
proteica de los extractos mediante el método colorimétrico de Bradford. Los ensayos β-
galactosidasa se realizaron en placas de 96 pocillos de la siguiente manera. Se 
incorporaron 10 μl del extracto a 90 μl de la mezcla compuesta por tampón Z (1,6% de 
fosfato disódico heptahidratado, 0,55% de fosfato monosódico monohidratado, 0,075% 
de cloruro potásico y 0,025% de sulfato magnésico heptahidratado pH 7 y 0,03% de β-
mercaptoetanol). Se añadieron 20 μl del sustrato de la reacción, el o-nitrofenil-β-D-
galactopiranósido (ONPG, 4 mg/ml disuelto en tampón Z). La placa se incubó a 30°C 
durante el tiempo necesario para observar la aparición de color (como mínimo, 10 
minutos). Una vez se hubo producido, la reacción se paró con 50 μl de carbonato sódico 
1M. La absorbancia del producto generado en esta reacción enzimática se midió a 415 
nm en un lector para placas multipocillo (modelo 680; Biorad). La actividad β-
galactosidasa se expresó como nanomoles de ONPG convertidos por minuto y por mg de 
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proteína (nm/min/mg). Estos experimentos se realizaron por triplicado con tres 
transformantes distintos, recientemente obtenidos. 
12. Microscopía de fluorescencia 
De forma general, para la microscopía de fluorescencia sobre células vivas (observación 
de GFP, mCherry o dsRED), se cultivaron células en medio mínimo SR durante 18 horas. 
Posteriormente se añadió nuevo medio SG para inducir la expresión de las proteínas 
reguladas por el promotor GAL1, hasta D0600 de 0,3 y se incubaron durante 5 horas a 
30°C en agitación. Estos cultivos se concentraron mediante centrifugación a 3000 rpm 
durante 2 minutos y se visualizaron en un microscopio Eclipse TE2000U Nikon. Las 
imágenes digitales fueron captadas mediante la utilización de una cámara Orca C4742-
95-12ER (Hamamatsu) y procesadas con el programa Aquacosmos 1.3.  
12.1. Tinción del citoesqueleto de actina con rodamina-faloidina 
La observación del citoesqueleto de actina en células de levadura se llevó a cabo 
mediante su tinción con rodamina-faloidina (Sigma) según el protocolo de Jimenez et al 
(Jimenez et al., 1998). A partir del momento de la inducción se tomaron muestras de 10 
ml de estos cultivos cada hora. Estas muestras se fijaron añadiendo 1/7 del volumen de 
cultivo de formaldehido al 35-40% durante una hora a 4°C. Posteriormente se lavaron 
tres veces con tampón 1 (Para 30 ml: 3 ml de KH2PO4 1M, 3 ml de MgCl2 0,1M, 1,5 ml de 
EGTA 0,2M pH 7,5 y 22,5 ml de agua). A continuación se resuspendieron en 100 µl de 
dicho tampón con 50 µl de Tritón X-100, se incubaron durante 2 minutos a temperatura 
ambiente y se lavaron 3 veces con PBS. Luego se resuspendieron en 100 µl de una 
solución de rodamina-faloidina a una concentración de 4 μg/ml (Sigma). Se incubaron en 
oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora, se lavaron 3 veces con PBS, y se 
procedió a su observación en el microscopio de fluorescencia. 
12.2. Tinción con FM4-64 
Para monitorizar la endocitosis, se realizó una tinción con el colorante FM4-64 
(Molecular Probes) siguiendo el protocolo de Vida et al. (1995). 5 horas después de 
inducir la expresión de las proteínas, las células se recogieron por centrifugación a 3000 
rpm durante 2 minutos y se resuspendieron en medio SG con FM4-64 a una 
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concentración final de 40 μM. Se incubaron con el colorante a 30°C en agitación durante 
15, 30 y 60 minutos, dependiendo del experimento, tras lo cual se observaron al 
microscopio de fluorescencia.  
12.3. Otros tratamientos 
Para observar el efecto del tratamiento con Zimoliasa 100T (ImmunOTM, MP 
BIOMEDICALS) se añadió el compuesto a los cultivos a una concentración de 0,8 U/ml en 
el momento de inducir la expresión de las proteínas con medio SG. Los cultivos se 
incubaron durante 2 horas a 30°C en agitación. 
El tratamiento de los cultivos con Latrunculina B (Enzo-LifeSciences) se llevó a cabo 
añadiendo este compuesto a una concentración de 150 µM en el momento de inducir la 
expresión de las proteínas con medio SG. Al cabo de 2 horas se repitió el tratamiento 
con la misma concentración para reforzar la dosis de compuesto. Las células se 
incubaron de nuevo y se visualizaron al microscopio 2 horas después. 
El tratamiento con el inhibidor 15e se llevó a cabo de forma similar, añadiendo el 
compuesto inicialmente a una concentración de 90 µM. Los cultivos se incubaron 
durante 5 horas antes de ser visualizados.  
13. Rastreo a gran escala sobre la colección de mutantes 
delecionados en genes no esenciales de levadura  
La colección de mutantes, distribuida en 75 placas de 96 pocillos se transformó con el 
plásmido YCpLG-Myr-PI3KαQ siguiendo una variante del protocolo estándar de 
transformación de levaduras adaptada para placa multipocillo (Gietz y Woods, 2002). La 
última etapa de este protocolo consistió en resuspender el sedimento de las células que 
se sometieron al proceso de transformación en medio selectivo SD y desde aquí 
transferir 5 μL a nuevas placas multipocillo con medio selectivo SD para favorecer el 
crecimiento de los transformantes. Éstos se incubaron a 30°C durante 72 horas hasta la 
aparición de un sedimento en el pocillo de la placa, correspondiente a levaduras que se 
habían transformado con el plásmido. El sedimento se resuspendió posteriormente y 
nuevamente se transfirieron 5 µl a una placa multipocillo con 200 µl medio SG para 
permitir la expresión de PI3K. A continuación se introdujo el replicador en la placa que 
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contenía los transformantes y se sembraron gotas en medio sólido SG. Las placas se 
incubaron durante 24 horas a 30°C. Tras la incubación se identificó visualmente en qué 
mutantes se producía un efecto de supresión o de agravamiento del fenotipo. La 
eficiencia de transformación obtenida en el rastreo primario fue del 89%.  
La recomprobación de este efecto se llevó a cabo por duplicado con el plásmido YCpLG-
PI3K (K802R)-CAAX y con YCpLG-Myr-PI3KαQ siguiendo el procedimiento descrito 
anteriormente. Se descartaron aquellos mutantes en los que no se reprodujo el 
resultado inicial. En aquellos en que se reprodujo, se verificó por triplicado el efecto de 
forma individual por crecimiento en gota mediante diluciones decimales seriadas. 
Para agrupar en categorías funcionales los genes cuya ausencia determinó una 
supresión o potenciación del fenotipo causado por Myr-p110α, se empleó la 
herramienta bioinformática Genecodis.  
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1. Optimización de un bioensayo en levadura para la 
búsqueda de inhibidores específicos de PI3K de clase I  
1.1. Inhibidores de PI3K contrarrestan la inhibición del crecimiento 
causado por la expresión heteróloga de esta proteína  
Una de las aplicaciones directas de la levadura humanizada generada por expresión de 
los componentes de la ruta oncogénica PI3K-Akt es el desarrollo de bioensayos para la 
detección y el estudio de inhibidores de estas enzimas. Con objeto de poner a punto un 
bioensayo de estas características analizamos el comportamiento de levaduras 
expresando diversas combinaciones de p110α/Akt1 que resultasen tóxicas para la 
levadura, en presencia de diluciones seriadas de inhibidores comerciales de PI3K. 
Previamente habíamos demostrado que el tratamiento de levaduras expresando la 
versión constitutivamente activa p110α-CAAX con el pan-inhibidor de PI3K LY294002 
(Vlahos et al., 1994), recuperaba el crecimiento como consecuencia de la inhibición de la 
actividad de esta proteína (Rodriguez-Escudero et al., 2005). Para realizar los nuevos 
ensayos de inhibición escogimos, además de p110α-CAAX expresada individualmente, 
varias versiones de p110α (p110α-CAAX/ p110αH1047R/p110α) que en co-expresión con 
Akt afectaban al crecimiento de la levadura en distinto grado. Esto se manifiesta en los 
ensayos por una diferente reducción de la OD600 del cultivo de las levaduras expresando 
estas proteínas en ausencia de compuesto en comparación con la que alcanza el cultivo 
de las levaduras transformadas con vectores vacíos como control de crecimiento (Figura 
13A y B). Además, para verificar que los ensayos se realizaban a concentraciones sub-
letales de compuesto para la levadura, empleamos transformantes expresando dos 
vectores vacíos. En estas levaduras control se comprobó que el compuesto no era tóxico 
para la levadura. Las gráficas muestran que el pan-inhibidor de PI3K LY294002 reduce el 
crecimiento aconcentraciones superiores a 50 μM,, mientras que el compuesto 15e, un 
inhibidor selectivo de la isoforma p110α (Hayakawa et al., 2006), no es tóxico a 
concentraciones inferiores a 800μM. Este control nos permite apreciar el crecimiento 
máximo que pueden alcanzar las levaduras en estas condiciones. 
Cuando levaduras expresando las distintas versiones de p110α, de forma aislada o en 
combinación con Akt, se incubaron en presencia de LY294002 se produjo un rescate del 
crecimiento en el rango de concentraciones comprendido entre 400 y 50 μM, solo en el 
caso de las que expresaban p110α-CAAX (Figura 13A). Esto se aprecia porque en estos 
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cultivos se produce un incremento en los valores de OD600 con respecto a los que se 
alcanzan en ausencia de compuesto, que llegan a alcanzar las células control 
transformadas con dos vectores vacíos en este rango de concentraciones. Llevamos a 
cabo este ensayo también con el compuesto 15e que atenuó el efecto tóxico de tres de 
las cuatro versiones empleadas en el bioensayo (Figura 13B). Este rescate se produjo en 
un rango de concentraciones más amplio que el que tuvo lugar en presencia de 
LY294002, y las concentraciones requeridas para ello fueron además inferiores. El efecto 
inhibidor se manifestó entre 800 y 25 μM para p110α-CAAX; entre 800 y 6,25 μM para 
p110αH1047R en co-expresión con Akt, sosteniéndose un crecimiento elevado incluso a 
bajas concentraciones; y entre 50 y 6,25 μM para p110α en co-expresión con Akt, no 
siendo en este caso un rescate muy efectivo en comparación con las otras dos versiones 
citadas. La disminución en la capacidad para recuperar del crecimiento en levaduras que 
co-expresan p110α con Akt puede explicarse porque estas levaduras presentan 
alteraciones en la membrana plasmática (Rodríguez-Escudero et al., comunicación 
personal), que podrían afectar a la penetración de los compuestos empleados. Al igual 
que el compuesto LY294002, el compuesto 15e tampoco fue capaz de rescatar el 
crecimiento de levaduras co-expresando p110α-CAAX con Akt probablemente porque 
esta combinación provoca un efecto más severo. 
Zunder et al. (2008) adaptaron nuestro sistema de levadura humanizada para la 
detección de inhibidores de PI3K en medio sólido en placas de agar. El “ensayo de halo 
reverso”, como lo denominaron, se lleva a cabo sembrando sobre una placa de agar un 
césped de levaduras expresando p110α-CAAX, sobre el que se deposita un disco de 
celulosa cargado con el inhibidor de esta proteína; dependiendo de la potencia, 
estabilidad y capacidad de difusión y toxicidad del compuesto sobre la levadura, se 
genera alrededor del disco un halo de crecimiento que permite la detección de 
inhibidores de PI3K de forma visual. Cuando llevamos a cabo el ensayo de halo reverso 
sobre levaduras expresando p110α-CAAX con los compuestos LY294002 y 15e (Figura 
13C) a las concentraciones respectivas de 10 y 5 mM, se produjo un halo de crecimiento 
claramente visible en ambos casos, de 18 y 36 mm respectivamente. Ninguno de estos 
compuestos resultó tóxico a las concentraciones empleadas, como se aprecia en el 
ensayo de los compuestos sobre levaduras expresando el vector vacío (Figura 13C).  
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 El inhibidor de PI3K 15e resultó, por tanto, más potente que el LY294002 en los ensayos 
de inhibición realizados tanto en medio líquido como en medio sólido. De todas las 
versiones de p110α examinadas en el ensayo, la más adecuada para la aplicación del 
Fig.13. Efecto de diluciones seriadas en medio SG de LY294002 (A) o 15e (B) en levaduras 
silvestres (cepa BY4741) transformados con dos vectores vacíos (YCpLG y pYES2) como control, 
o con los mismos vectores conteniendo la subunidad catalítica p110α fusionada a una señal de 
prenilación (p110α-CAAX), individualmente o junto con un plásmido que expresa Akt1 (p110α-
CAAX+Akt1), el mutante oncogénico p110α
H1047R
 junto con Akt1 (p110αH1047R+Akt1) y la 
versión silvestre de p110α con Akt1 (p110α+Akt). El crecimiento se midió 30 horas después de 
la incubación en presencia de los inhibidores y se representó en la gráfica como DO600 frente a 
las concentraciones decrecientes de los compuestos que se emplearon para el ensayo. Las 
gráficas corresponden a la media de tres experimentos, cuya desviación estándar representan 
las barras de error. (C) Ensayos de halo reverso en medio sólido SG sembrado con levaduras 
silvestres (BY4741) transformadas con un plásmido vacío YCpLG (vector) o con el mismo 
plásmido expresando p110α-CAAX. En el centro de la placa, un disco de celulosa cargado con 
los inhibidores LY294002 y 15e. 
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bioensayo fue p110α-CAAX, dado que aunque causa una drástica inhibición del 
crecimiento de la levadura su actividad puede ser bloqueada, como se ha visto, por 
ambos inhibidores de PI3K en un rango de concentraciones amplio.  
1.2. La deleción del gen que codifica para el transportador de 
membrana Snq2 incrementa la sensibilidad del ensayo de inhibición 
de PI3K en levadura 
La levadura S. cerevisiae ha sido ampliamente empleada como modelo para la 
realización de ensayos con moléculas activas, pero la presencia de una gruesa pared 
celular y una serie de bombas de eflujo en la membrana plasmática dificulta que se 
alcancen concentraciones intracelulares efectivas para la realización de estos ensayos. 
Para superar este problema, se han generado cepas en las que los principales 
transportadores que actúan como bombas de destoxificación se han eliminado o cepas 
que presentan la síntesis de ergosterol defectuosa, por carecer de alguna de las enzimas 
implicadas en su biosíntesis (Bjornsti, 2002;Melese y Hieter, 2002;Andrusiak et al., 
2012). 
 
 
Fig.14. Levaduras de la cepa silvestre BY4741 (WT) y de la cepa isogénica Y03951, carente del 
transportador Snq2 (snq2∆), expresando en medio sólido SG p110α-CAAX desde el plásmido 
YCpLG-PI3Kα-CAAX en presencia de un disco de celulosa cargado con los inhibidores de PI3K 
LY294002, 15e y PI-103 a las concentraciones indicadas. En cada gráfica se representa la 
media de los diámetros de los halos obtenidos en tres réplicas y las barras de error 
corresponden a la desviación estándar. La línea horizontal indica el diámetro del disco de 
celulosa (6mm). El asterisco (*) indica significación estadística en la prueba T de Student 
(p<0.05). 
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Para comprobar si la falta de alguno de estos transportadores permitía una mejor 
detección del efecto de inhibición de PI3K en nuestro sistema, evaluamos el 
comportamiento de diversas cepas mutantes carentes de los transportadores de 
membrana Snq2 y Pdr5, y de Erg6, una enzima que participa en la biosíntesis del 
ergosterol, con respecto a una cepa isogénica silvestre, en todos los casos expresando 
p110α-CAAX. De las tres cepas mutantes, Pdr5 y Erg6 presentaron problemas de 
crecimiento, por lo que escogimos a Snq2 para llevar a cabo los ensayos de inhibición de 
forma comparativa con la cepa silvestre; este mutante carece del transportador ABC 
(ATP-binding cassette) Snq2 y presenta un crecimiento equivalente al de la cepa silvestre 
en nuestras condiciones de análisis. Cuando realizamos el ensayo de halo reverso con el 
inhibidor 15e sobre el mutante snq2Δ se apreció un incremento significativo en el 
diámetro de halo con respecto a la cepa silvestre, lo cual no sucedió con el compuesto 
LY294002. El aumento del efecto se volvió a producir cuando empleamos el inhibidor 
dual de PI3K/mTOR PI-103 (Fan et al., 2006) a la concentración de 10 mM, con el que se 
apreció claramente un halo de crecimiento en el mutante snq2Δ, que prácticamente no 
se observó en la cepa silvestre. Con estos resultados se puede decir que el empleo de 
este mutante mejora en general la sensibilidad del ensayo de inhibición de PI3K. 
1.3. El empleo de bajas concentraciones del detergente SDS 
favorece la eficiencia del ensayo de inhibición de PI3K en levadura  
S. cerevisiae presenta problemas de permeabilidad al paso de compuestos al medio 
intracelular. Para favorecer el aumento de concentraciones intracelulares de inhibidores 
de PI3K en levadura evaluamos la influencia que tiene la presencia de bajas 
concentraciones de agentes surfactantes en el medio de cultivo en el que se llevan a 
cabo los ensayos. En el caso de que estos agentes surfactantes ejercieran un efecto 
detergente sobre la membrana plasmática incrementando su permeabilidad al paso de 
compuestos inhibidores de PI3K se produciría un incremento en el rescate de 
crecimiento. Para verificarlo, escogimos tres agentes surfactantes, dodecil sulfato sódico 
(SDS), nonil fenoxipolietoxietanol (NP-40) y Tritón X-100, y determinamos el diámetro de 
halo al incubar las células expresando p110α-CAAX con LY294002 en presencia de 
distintas concentraciones de estos compuestos en comparación con el diámetro de halo 
que se obtiene en ausencia de ellos (18 mm). Como se puede ver en la Figura 15, la 
presencia de concentraciones de SDS entre 0,001% y 0,005% incrementó notablemente 
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el diámetro del halo, siendo 0,003% la concentración de SDS con la que se produjo el 
máximo incremento (35 mm) de entre todos los detergentes y concentraciones 
evaluados. En el caso del detergente NP-40, los mayores diámetros de halo se 
alcanzaron a concentraciones de 0,005% (28 mm) y 0,007% (22 mm). El Tritón X-100 no 
Fig.15. Ensayos de halo reverso realizados en la cepa mutante Y03951 (snq2Δ) expresando 
p110α-CAAX desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX en medio SG con distintas 
concentraciones (0,0005%, 0,001%, 0,003%, 0,005% y 0,007%) de los detergentes SDS, Tritón 
X-100 y NP-40 en presencia de un disco de celulosa cargado con el compuesto LY294002 a 10 
mM; la imagen superior de la izquierda muestra un ensayo realizado sin detergente. La 
gráfica representa el número de veces que aumenta el diámetro de halo obtenido en los 
ensayos con los detergentes a las diferentes concentraciones empleadas sobre el control en 
ausencia de detergente, el cual se representa en la gráfica con una línea discontinua.  
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incrementó el diámetro con respecto a la cepa silvestre a ninguna de las 
concentraciones empleadas.  
Dado que en presencia de 0,003% de SDS en el medio de cultivo se produce una notable 
mejora en la detección de la inhibición de PI3K en el sistema de levadura humanizada, 
decidimos emplear estas condiciones para la realización del bioensayo.  
1.4. Validación del bioensayo optimizado con inhibidores conocidos 
de PI3K 
Para validar el bioensayo y verificar la eficacia de las estrategias seguidas para su 
optimización, realizamos ensayos de inhibición tanto en medio líquido en placa 
multipocillo como en medio sólido en ensayo de halo reverso con levaduras tanto 
silvestres como mutantes carentes del transportador Snq2, así como en presencia y en 
ausencia de una concentración del 0,003% de SDS. En los ensayos realizados en medio 
líquido, los resultados se expresaron empleando el ratio de recuperación del 
crecimiento, calculado como el cociente del crecimiento en presencia del compuesto 
entre el obtenido en ausencia de mismo, lo que facilita la comparación entre las 
distintas condiciones del bioensayo. 
En el caso del LY294002, la presencia de SDS incrementó el diámetro de halo de la cepa 
silvestre y del mutante snq2Δ en la misma medida (Figura 16A). En los ensayos 
realizados en medio líquido el rescate de crecimiento se incrementó como consecuencia 
de la presencia de SDS tanto en la cepa silvestre como en la mutante, siendo mayor en 
este último y a lo largo de un intervalo de concentraciones más amplio (125-4 µM) 
(Figura 17A).  
Con el inhibidor 15e, para el que el diámetro de halo de crecimiento en el mutante 
snq2Δ está notablemente incrementado en comparación con la cepa silvestre, la 
presencia de SDS incrementó el diámetro del halo en la cepa silvestre pero no en el 
mutante (Figura 16B). En medio líquido, la falta del transportador Snq2 y la presencia del 
detergente SDS incrementaron el ratio de recuperación del crecimiento 
considerablemente por encima del resto de las condiciones entre 15 μM y 0,25 μM, 
lográndose un rescate efectivo con concentraciones dos órdenes de magnitud inferiores 
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a las de la cepa silvestre; por debajo, lo hicieron la cepa silvestre en presencia de SDS y 
el mutante snq2Δ (Figura 17B). 
En el caso del inhibidor PI-103, la presencia de SDS aumentó significativamente el 
diámetro del halo tanto en la cepa silvestre como en el mutante snq2Δ (Figura 16C). En 
medio líquido, la combinación de ambas estrategias potenció el rescate de crecimiento 
elevando el ratio a valores comprendidos entre 4 y 7 para concentraciones entre 10 y 
0,6 μM; la recuperación  del crecimiento obtenido con este compuesto en el resto de las 
versiones evaluadas fue muy inferior (Figura 17C).  
El ensayo de halo reverso con el compuesto con estructura de triazina ZSTK474 (Yaguchi 
et al., 2006) produjo halos de crecimiento apenas visibles tanto en la cepa silvestre 
como en el mutante snq2Δ; sin embargo la adición de SDS permitió la aparición de un 
halo visible en ambos casos, siendo ligeramente superior para el mutante snq2Δ en 
presencia de SDS (Figura 16D). En medio líquido la presencia de SDS aumentó 
igualmente el ratio de recuperación de crecimiento para la cepa silvestre y para el 
mutante snq2Δ para concentraciones entre 20 y 0,6 μM (Figura 17D).  
Por último evaluamos el comportamiento del inhibidor GDC0941, el cual presenta 
estructura de tieno-[3,2-d]-pirimidina y se encuentra actualmente en ensayos clínicos en 
fase II (Salphati et al., 2011; Shuttleworth et al., 2011). En medio sólido solo produjo la 
aparición de halos de crecimiento alrededor del disco en presencia de SDS, alcanzándose 
los mismos diámetros con la cepa silvestre y con la cepa mutante (Figura 16E). Sin 
embargo, en los ensayos en medio líquido el rescate del crecimiento fue muy reducido, 
probablemente por problemas de solubilidad en el medio de cultivo (Figura 17E).  
La Figura 18 ilustra comparativamente la potencia de los distintos inhibidores en las 
cuatro versiones del sistema ensayadas para concentraciones equivalentes entre 4 ó 5 
μM. Como se puede apreciar, el mayor rescate de crecimiento se obtuvo con el 
compuesto PI-103, con el cual se alcanzó un ratio de recuperación de crecimiento de 6 
para el mutante snq2Δ con SDS, seguido del 15e con un ratio de 4 en las mismas 
condiciones. De la puesta a punto realizada se puede concluir que, mediante el empleo 
del mutante snq2Δ y la adición de 0,003% de SDS, se incrementa de forma notable la 
sensibilidad del sistema permitiendo que pueda ser empleado para la realización de 
bioensayos farmacológicos.  
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 Fig.16. Estudio comparativo de cinco inhibidores de PI3K, cuya estructura química se 
presenta a la izquierda, en ensayo de halo reverso: (A) LY294002 a 10mM, (B) 15e a 5 mM, 
(C) PI-103 a 5 mM, (D) ZSTK474 a 10 mM y (E) GDC0941 a 10 mM. Los ensayos se hicieron 
sobre la cepa silvestre (WT) y sobre la cepa isogénica Y03951 (snq2Δ), en presencia y en 
ausencia de una concentración de 0,003% del detergente SDS en medio sólido SG. En cada 
gráfica se representa la media de los diámetros de los halos obtenidos en tres réplicas y las 
barras de error corresponden a la desviación estándar. La línea horizontal indica el diámetro 
del disco de celulosa (6mm). El asterisco (*) indica significación estadística en la prueba T de 
Student (p<0.05). 
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Fig.17. Estudio comparativo de cinco inhibidores de PI3K en medio líquido SG: (A) LY294002, 
(B) 15e, (C) PI-103, (D) ZSTK474 y (E) GDC0941. Los ensayos se realizaron en la cepa silvestre 
(WT) y sobre la cepa isogénica Y03951 (snq2Δ), tanto en presencia como en ausencia de una 
concentración de 0,003% del detergente SDS. El crecimiento se midió 30 horas después de la 
incubación en presencia de los inhibidores y se representó en la gráfica como DO600 frente a 
las concentraciones decrecientes de los compuestos que se emplearon para el ensayo. Las 
gráficas corresponden a la media de tres experimentos, cuya desviación estándar se 
representa como barras de error. A la derecha se expresan los resultados como ratio de 
recuperación de crecimiento para cada una de las versiones evaluadas frente a 
concentraciones decrecientes de compuesto.  
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1.5. La realización de ensayos de inhibición en el mutante vip1Δ 
permite el análisis de inhibidores de Akt en levaduras 
La co-expresión de la versión silvestre de la subunidad catalítica p110α con su efector 
Akt causa un efecto tóxico en la levadura dependiente tanto de la activación de Akt por 
PI3K como de la propia actividad catalítica de Akt, ya que ni Akt1 ni p110α por sí solas, ni 
la combinación de p110α con una versión inactiva de Akt (Akt1K179M) inhiben el 
crecimiento (Rodriguez-Escudero et al., 2009). Dado que la expresión de este 
componente adicional de la ruta también ocasiona una interferencia en el crecimiento 
de la levadura en estas condiciones, nos planteamos llevar a cabo la puesta a punto del 
sistema integrando ambas proteínas con el fin de extender su utilidad al estudio de 
inhibidores de Akt. En el apartado 1.1 se vio como el inhibidor 15e pudo rescatar 
ligeramente el crecimiento de una levadura co-expresando p110α con Akt en medio 
líquido, mediante una inhibición directa de p110α. Sin embargo, dado que el efecto de 
p110α con Akt no es muy agresivo para la levadura, resulta difícil apreciar un rescate en 
el crecimiento en el ensayo de halo reverso en medio sólido, tanto con este inhibidor de 
p110α como con un inhibidor competitivo de Akt (Figura 19). Por este motivo decidimos 
emplear un mutante en el que la inhibición del crecimiento causada por la co-expresión 
de estas dos proteínas se agravase.  
Fig.18. Estimación de la eficacia de cinco inhibidores de PI3K en las diferentes versiones del 
bioensayo en levadura. Los ratios obtenidos en los ensayos realizados en medio líquido con 
los inhibidores a concentraciones entre 4-5 μM (Figura 17) se representan en la gráfica para 
facilitar su comparación. 
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Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Rodríguez-Escudero et al., 
comunicación personal) determinaron que en un mutante vip1Δ, el cual carece de una 
quinasa no esencial implicada en la síntesis de inositol fosfatos en levadura, la inhibición 
del crecimiento causada por Akt era mayor que en un fondo silvestre. Los ensayos de 
halo reverso realizados en este mutante tanto con el inhibidor 15e como con el 
Inhibidor X de Akt permitieron la detección de un halo de crecimiento claramente visible 
alrededor del disco (Figura 19). Posteriormente llevamos a cabo ensayos utilizando el 
mutante vip1Δ, en medio líquido y en medio sólido, con el inhibidor X y otros inhibidores 
de Akt: inhibidor XI y triciribina (Schweinsberg PD, et al., 1981), que actualmente se 
encuentra en fase I de ensayos clínicos.  
El rescate de crecimiento obtenido en medio líquido por estos inhibidores fue en general 
reducido, alcanzándose solo ratios de recuperación de crecimiento por debajo de 2 
(Figura 20). En el caso del inhibidor X las concentraciones efectivas para la recuperación 
estaban comprendidas entre 31 y 6 µM; para la triciribina fueron incluso superiores, 
precisándose concentraciones entre 500 y 62,5 µM; en cambio, con el inhibidor XI la 
mayor recuperación se obtuvo a concentraciones un orden de magnitud por debajo de 
las de los otros dos inhibidores de Akt, comprendidas entre 0,5 y 0,06 µM. En los 
ensayos en medio sólido solo se observó halo de crecimiento en el caso del inhibidor X, 
mientras que con el inhibidor XI y con la triciribina tan solo se apreciaron algunas 
colonias aisladas alrededor del disco.  
Fig.19. Ensayo de halo reverso en levaduras de la cepa silvestre (WT) YPH499 o en la cepa 
isogénica IR561 (vip1∆) co-expresando la subunidad catalítica silvestre de PI3K y Akt1 en 
medio SG en presencia del inhibidor de PI3K 15e y con el inhibidor X de Akt a 
concentraciones de 5 y 10 mM respectivamente. 
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Por tanto, en este sistema los inhibidores disponibles comercialmente de Akt no parecen 
ejercer una recuperación del crecimiento de la levadura tan efectivo como el que 
ejercen los inhibidores de PI3K, pese a que el efecto de recuperación del crecimiento 
puede llegar a manifestarse a concentraciones muy reducidas, como en el caso del 
inhibidor XI.  
 
 
1.6. Utilización del bioensayo de PI3K en levadura en un rastreo 
piloto de búsqueda de inhibidores en extractos de origen 
microbiano  
De la fase de puesta a punto del bioensayo en levadura para detectar inhibidores de 
PI3K concluimos que las condiciones óptimas para la detección consistían en la 
expresión de la versión p110α-CAAX en mutante snq2Δ y con una concentración de SDS 
Fig.20. Ensayos sobre levaduras de la cepa IR561 (vip1Δ) co-expresando la subunidad catalítica 
silvestre p110α con Akt1 en medio SG, de tres inhibidores de Akt: inhibidor X, inhibidor XI y 
triciribina. A la izquierda las gráficas obtenidas en los ensayos realizados en medio líquido 
representan DO600 frente a concentraciones decrecientes de compuesto; las gráficas del centro 
representan el ratio de recuperación de crecimiento para cada una de las concentraciones 
evaluadas sobre el control en ausencia de inhibidor frente a concentraciones decrecientes de 
compuesto; a la derecha se muestran los halos de crecimiento en medio sólido SG obtenidos 
con los tres inhibidores a la concentración de 10 mM. 
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del 0,003% en el medio de cultivo. Decidimos llevar a cabo un ensayo piloto de rastreo a 
gran escala HTS (High throughtput screening) sobre este sistema con una colección de 
extractos de origen natural obtenidos a partir de cultivos de actinomicetos y hongos 
(Genilloud et al., 2011), propiedad de la Fundación MEDINA. 
Inicialmente validamos las condiciones del rastreo a gran escala con un grupo de 2560 
extractos correspondientes a 34 placas de la colección; escogimos al azar los extractos 
entre los 100.000 que tiene la colección entera para que estuviera adecuadamente 
representada. En cada una de las placas distribuimos los controles correspondientes 
(Figura 21A). Primeramente un sistema robotizado añadía los diferentes extractos o el 
compuesto control y a continuación, un dispensador automatizado añadía el inóculo de 
levaduras diluidas en el medio de cultivo; por último medíamos la DO600  previa y 
posteriormente a la incubación (Figura 21B). Para expresar los resultados se calculó el 
ratio de recuperación de crecimiento según la fórmula que se indica (Figura 21A). 
Posteriormente se normalizó considerando el 100% de crecimiento el ratio 
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de levaduras expresando p110α-CAAXK802R y 0% el de aquellas expresando p110α-CAAX. 
Se determinó que solo aquellos extractos que hacían crecer a levaduras expresando 
p110α-CAAX al menos un 75% de lo que crecían aquellas expresando p110α-CAAXK802R, 
eran considerados positivos (Figura 21A). En esta primera fase 80 extractos pasaron este 
punto de corte considerado para la selección de positivos (Figura 21C). Con todos estos 
extractos realizamos el ensayo posteriormente por triplicado para evaluar la 
reproducibilidad de éste; 64 de los 80 inhibieron de nuevo la actividad de PI3K con el 
criterio exigido. El coeficiente de determinación (r2) entre dos de las réplicas del ensayo 
de confirmación realizado con este conjunto fue del 0,811 indicando una buena 
correlación entre los datos obtenidos (Figura 21D).  
Una vez que el ensayo había demostrado ser viable y tener suficiente reproducibilidad 
como para ser realizado a gran escala, se calcularon los parámetros Z` y RZ´ (Zhang et al., 
1999; Kummel et al., 2010) para este grupo inicial de 2560 extractos, con objeto de 
evaluar si el ensayo tenía también una adecuada calidad y robustez. El coeficiente Z´ es 
Fig.21. Ensayo piloto de rastreo a gran escala (HTS) empleando el bioensayo en levadura para 
la búsqueda de extractos con actividad frente a p110α-CAAX, en la cepa mutante Y03951 
(snq2Δ) en presencia de SDS 0,003% . (A) Distribución de los controles en las placas del 
rastreo y procedimiento de cálculo y normalización de los resultados. Los pocillos sin inóculo 
(Blanco) están señalados en azul, el control de crecimiento (p110α-CAAX
K802R
) 
correspondiente a levaduras expresando el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX, en verde; el 
control de actividad de p110α-CAAX correspondiente a levaduras expresando el plásmido 
YCpLG-PI3Kα-CAAX, en rojo; y el control interno (Curva con LY294002) correspondiente a 
levaduras expresando p110α-CAAX en presencia de LY294002 a concentraciones de 125, 
62,5, 31,25 y 16 mM, en rosa. El ratio de recuperación de crecimiento se calculó dividiendo 
los valores de DO600 finales menos las iniciales para cada uno de los pocillos de la placa entre 
la media de los valores de DO600 finales menos las iniciales para los pocillos empleados como 
control de actividad de p110α-CAAX. Posteriormente, se aplicó una normalización que asignó 
a la media de los ratios de los controles de actividad de p110α-CAAX el 0% de recuperación 
de crecimiento y a la de los controles de crecimiento expresando p110α-CAAX
K802R 
el 100%. 
Se consideraron como positivos aquellos extractos que hicieron crecer a la levadura igual o 
más que el 75% dentro de esta escala. (B) Diagrama de flujo que indica las distintas etapas 
seguidas en la realización del ensayo. (C) El diagrama muestra la dispersión de los 2560 
extractos ensayados durante la etapa inicial de validación. En ordenadas se representa la 
actividad de los distintos extractos. En naranja se indica el crecimiento normalizado de 
levaduras expresando p110α-CAAX
K802R
; los extractos con una actividad inferior al 75% se 
representan en verde claro y aquellos con una actividad igual o superior al 75% se 
representan en verde oscuro y son los considerados positivos. En amarillo se representa, el 
crecimiento normalizado de levaduras expresando p110α-CAAX en ausencia de tratamiento. 
En rojo se representa el blanco sin inocular. (D) Verificación de la reproducibilidad del ensayo 
con los extractos que presentaron actividad en el rastreo primario. El ensayo se realizó por 
triplicado con los 80 extractos que resultaron positivos. La gráfica muestra la actividad frente 
a PI3K en dos réplicas distintas para este conjunto de extractos. El coeficiente de 
determinación (r
2
) fue 0,811. 
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un parámetro que indica la calidad del ensayo para identificar un compuesto positivo 
basándose en el rango dinámico del screening, es decir, en la ventana que existe entre 
los valores alcanzados por el control positivo y negativo y su dispersión, y está referido a 
una sola lectura; cuanto más próximo a 1 mejor es la calidad del ensayo. El RZ´ es una 
variación de éste que permite su aplicación para múltiples lecturas y parámetros. Los 
coeficientes Z´ y RZ´ fueron respectivamente de 0,89 ± 0,10 y 0,92 ± 0,10, indicando que 
efectivamente el bioensayo mostraba condiciones adecuadas para ser realizado a mayor 
escala.  
Por ello realizamos un segundo rastreo hasta abarcar un número total de 9600 extractos 
de la misma colección. De ellos, 267 (2,8%) permitieron un crecimiento de la levadura 
por encima del umbral establecido del 75% del control de referencia (Figura 22A). De 
forma rutinaria, todos los que mostraron una actividad inhibitoria sobre p110α-CAAX en 
el rastreo primario se evaluaron, al igual que en la etapa de validación, por triplicado, 
mostrando un resultado positivo reproducible el 43,4% de ellos (115 extractos). Con 
objeto de descartar si este comportamiento se debía a una actividad inespecífica del 
extracto que pudiera actuar bloqueando algún proceso celular básico relacionado con la 
síntesis de proteínas o con la expresión dependiente del promotor GAL1, ensayamos la 
actividad de estos extractos frente a una levadura expresando la proteína de Salmonella 
SopB. Ésta es una proteína con actividad lípido fosfatasa que cuando se expresa en 
levadura bajo el control del promotor GAL1 desde el mismo plásmido utilizado para el 
ensayo de p110α-CAAX también resulta tóxica (Rodriguez-Escudero et al., 2006). En este 
caso, los extractos se incubaron en presencia de levaduras expresando SopB y los 
controles empleados en cada placa fueron los mismos, a excepción del control negativo 
de crecimiento, constituido por levaduras expresando SopB. Se consideró que los 
extractos actuaban de forma específica sobre la actividad p110α-CAAX cuando no eran 
capaces de recuperar el crecimiento de las levaduras expresando SopB por encima del 
50% respecto al que presentaban levaduras control expresando p110α-CAAXK802R. Según 
este criterio, el 51% (60) de los extractos positivos y que habían mostrado 
reproducibilidad resultaron específicos para p110α-CAAX.Por último, utilizamos el 
mismo bioensayo basado en la expresión de p110α-CAAX para evaluar el 
comportamiento dosis-respuesta de estos extractos en diluciones seriadas (Figura 22B). 
El 91,6% de los extractos que habían resultado específicos presentaron también una 
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buena correlación dosis-respuesta en este ensayo (El 70,9% de las curvas dosis-
respuesta presentaron un R2 > 0,91 siendo la media R2 = 0,81 ± 0,25). 
 
 
Fig. 22. Ensayo piloto de rastreo a gran escala (HTS). (A) El diagrama muestra las sucesivas 
etapas seguidas en el rastreo y los porcentajes de extractos que resultaron positivos en cada 
una de ellas. (B) Las gráficas muestran dos ejemplos de adecuada correlación dosis-respuesta 
de dos de los extractos que resultaron positivos en el ensayo frente a p110α-CAAX; las curvas 
corresponden a los datos de actividad, representados en ordenadas, frente a la 
concentración del extracto en valores logarítmicos, representados en abscisas, obtenidos por 
triplicado. La línea horizontal indica el intervalo de confianza del 95% dentro del cual se 
encuentra la media de la concentración inhibitoria 50 (IC50), calculada por la aplicación 
Condoseo del programa Genedata Screener.  
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En resumen, 55 extractos, que conforman el 0,6% de los 9600 extractos evaluados, 
resultaron positivos en el rastreo piloto y fueron seleccionados para estudios 
prospectivos por presentar una presunta actividad inhibitoria directa frente a PI3K en el 
sistema de levadura humanizada (Figura 21C). En la actualidad la actividad de estos 
extractos está siendo valorada en la Fundación MEDINA, mediante la realización de 
ensayos in vitro de inhibición p110α y ensayos in vivo frente a líneas celulares 
transformadas.  
2. Estudios de relación estructura-actividad de la subunidad 
catalítica p110α en el modelo de levadura. 
2.1. Análisis funcional del dominio de unión a Ras (RBD) y del 
dominio C2 de la subunidad catalítica p110α en levadura 
Como se describió previamente, la subunidad catalítica p110α consta de un dominio de 
unión a la subunidad reguladora (ABD), un dominio de unión al producto del oncogén H-
Ras (RBD; Ras-Binding Domain), un dominio C2 de unión a los lípidos de la membrana, 
un dominio helicoidal y un dominio quinasa (Vadas et al., 2011) (Figura 23A). Resultados 
previos ya demostraron que la inhibición del crecimiento ejercida por una forma 
constitutivamente activa de esta proteína (p110α-CAAX) en levadura se debe a su 
actividad quinasa dado que un mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R no 
ejercía dicho efecto (Rodriguez-Escudero et al., 2005) (Figura 23B). Con objeto de 
determinar la función de otros dominios de esta proteína en el modelo de la levadura 
decidimos introducir una serie de sustituciones puntuales en los dominios C2 y RBD y 
evaluar la influencia de dichas mutaciones en la toxicidad de la proteína in vivo.  
Los dominios C2 son motivos presentes en determinadas proteínas que están implicados 
en la interacción con fosfolípidos aniónicos de la membrana plasmática. Se ha 
relacionado a una serie de aminoácidos básicos del dominio C2 de p110α con la 
interacción con los lípidos de la membrana plasmática mediante fuerzas electrostáticas 
(Huang et al., 2008). Para determinar si estos residuos tenían un papel importante  para 
la actividad de p110α-CAAX en levadura los mutamos a alanina (K410A, R412A, K413A, 
K416A) mediante mutagénesis dirigida con  objeto de disminuir la carga positiva que 
estos aminoácidos básicos le confieren a este dominio. Cuando expresamos esta versión 
mutante solo observamos una disminución muy leve del efecto tóxico causado por la 
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expresión de la versión de la proteína silvestre (Figura 23B). Esto implica que este grupo 
de residuos básicos es dispensable para la actividad catalítica. 
 
Las proteínas de la familia Ras interaccionan con la subunidad catalítica de la PI3K a 
través de su dominio de unión a Ras (RBD), regulando positivamente su actividad 
mediante su reclutamiento a la membrana plasmática. Se ha descrito que el cambio del 
residuo de lisina (K) en posición 227 por un residuo de glutámico (E) en el RBD de la 
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subunidad p110α suprime la interacción con esta proteína (Rodriguez-Viciana et al., 
1996). Puesto que la levadura posee GTPasas homólogas a las proteínas Ras de 
mamíferos, Ras1 y Ras2, decidimos verificar si una posible interacción con estas GTPasas 
afectaba a la función de p110α en levadura. La introducción de la mutación K227E en 
p110α-CAAX no alteró el fenotipo de inhibición del crecimiento respecto a la versión 
silvestre (Figura 23B).  
Estos resultados son lógicos teniendo en cuenta que en presencia de un motivo de 
prenilación p110α es direccionada constitutivamente a la membrana plasmática y esto 
evita que se aprecien los efectos de mutaciones que pueden influir en mayor o menor 
medida sobre la capacidad de esta proteína para interaccionar con la membrana 
plasmática. Como se ha expuesto anteriormente, aunque p110α es inocua en ausencia 
de la señal de prenilación, la co-expresión de esta proteína junto con Akt causa una 
inhibición de crecimiento dependiente de esta última quinasa, si bien no tan drástica 
como la que ejerce p110α-CAAX. Por lo tanto, la introducción de estas mutaciones sobre 
la versión silvestre en co-expresión con Akt permitiría una mejor apreciación del efecto 
de las mutaciones introducidas en p110α. Al co-expresar la correspondiente versión 
mutante en el dominio C2 (p110αC2) junto con Akt se observó una notable disminución 
de la inhibición de crecimiento, de forma que se lograron alcanzar los niveles de 
crecimiento de una estirpe co-expresando p110α silvestre con el mutante 
catalíticamente inactivo de Akt, AktK179M (Figura 23C). Cuando introdujimos la mutación 
sobre el RBD, no se apreció ningún cambio en el efecto sobre el crecimiento. Por último, 
generamos las mismas mutaciones sobre el mutante oncogénico p110αH1047R, el cual 
Fig.23. Efecto de mutaciones en el dominio C2 y RBD sobre el efecto de PI3K en levadura. (A) 
Estructura de la subunidad catalítica de PI3K p110α donde se indican los distintos dominios 
de la proteína. (B) Diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG (galactosa) de la 
cepa YPH499 de S. cerevisiae expresando un plásmido vacío (YCpLG), el plásmido YCpLG-
PI3Kα-CAAX (p110α-CAAX), el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (p110α-CAAX KD), el 
plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX C2 conteniendo las mutaciones en el dominio C2 (p110α-CAAX 
C2) o el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX RBD en el dominio RBD (p110α-CAAX RBD). 
(C)Diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG (galactosa) de la cepa YPH499 
co-expresando dos vectores vacíos (YCpLG y pYES2), los plásmidos YCpLG-PI3Kα y pYES2-GFP-
Akt1 o el mutante catalíticamente inactivo de Akt (Akt KD) desde el plásmido pYES-GFP-
AktK179M, los plásmidos YCpLG-PI3Kα C2 o YCpLG-PI3Kα RBD con pYES2-GFP-Akt1, y los 
plásmidos YCpLG-PI3Kα (H1047R), YCpLG-PI3Kα (H1047R) C2 o YCpLG-PI3Kα (H1047R) RBD 
con un vector vacío (pYES2). (C) Western-blotting de extractos de células co-expresando los 
mismos plásmidos que en (B) con anticuerpos específicos frente a la forma fosforilada de Akt 
P-Ser473 (α-P-Ser473), frente a GFP para valorar la cantidad total de GFP-Akt y frente a la 
actina como control de carga. 
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cuando se expresa en ausencia de Akt en levadura ocasiona una inhibición moderada del  
crecimiento. Igualmente, la versión que portaba las mutaciones en el dominio C2, 
p110αC2H1047R, provocó menor inhibición de crecimiento que la causada por el mutante 
p110αH1047R, mientras que la que portaba la mutación sobre el dominio RBD, 
p110αRBDH1047R se comportó de la misma manera que este mutante (Figura 23C).  
En nuestro modelo el grado de inhibición de crecimiento se correlaciona con el nivel de 
activación de PI3K, que se refleja en el nivel de fosforilación de su efector, Akt. Para 
analizar los efectos de las versiones mutantes generadas sobre la activación de Akt, 
estudiamos la fosforilación de Akt1 en uno de los dos residuos fosforilables necesarios 
para su activación (Ser473). En concordancia con los resultados obtenidos en el ensayo 
de crecimiento, la expresión del mutante en el dominio C2, p110αC2, y sobre todo la del 
mutante p110αC2H1047R, ocasionó un menor nivel de fosforilación de Akt, en 
comparación con las correspondientes versiones sin esa mutación, p110α y p110αH1047R, 
respectivamente (Figura 23D). Por el contrario, los niveles de fosforilación de Akt en las 
células que expresaban los mutantes p110αRBD y p110αRBDH1047R fueron similares a los 
mostrados por las equivalentes proteínas no mutantes (Figura 23D). Estos resultados 
indican que la inhibición de crecimiento que ejercen p110α y p110αH1047R a través de la 
activación de Akt se debe en parte a la presencia de los cuatro residuos básicos 
presentes en el dominio C2, lo que sugiere que contribuyen a su interacción con los 
lípidos de la membrana plasmática. Por el contrario, la interacción con las proteínas Ras 
a través del dominio RBD de p110α no parece afectar a su función in vivo. 
2.2. La introducción de una señal N-terminal de miristoilación en 
p110α ocasiona la inhibición del crecimiento de la levadura  
Estudios realizados en el laboratorio del Dr. Vogt (San Diego, CA) habían demostrado 
que la introducción de una secuencia aminoacídica corta en la parte N-terminal de la 
subunidad catalítica p110α induce una ganancia de función in vivo al ser expresada en 
células de mamífero (Sun et al., 2011). La introducción de estas señales en p110α podría 
estar aumentando la afinidad de la interacción de esta proteína con la membrana 
plasmática o bien estar afectando a su interacción con los elementos que regulan la 
actividad de p110α, como Ras o la subunidad regulatoria p85.  
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En nuestro modelo, la interacción con la membrana plasmática es importante para la 
actividad de p110α en levadura y de ello depende el nivel de inhibición de crecimiento; 
así lo sugieren los resultados descritos en el apartado 2.1 acerca de los efectos causados 
por las mutaciones introducidas en el dominio C2 de p110α. Para determinar si la 
introducción de secuencias aminoacídicas en N-terminal estaba afectando a la 
interacción de p110α con la membrana plasmática decidimos expresar estas mismas 
versiones en levadura, en colaboración con dicho grupo de investigación. 
 
 
Introdujimos tres señales diferentes en p110α: el epítopo FLAG, una señal de 
miristoilación que la dirige constitutivamente a la membrana plasmática y la misma 
señal portando una mutación que impide la reacción de miristoilación. Cuando se co-
expresaron estas versiones en levadura junto con Akt se apreció que la versión que 
llevaba la señal de miristoilación producía un incremento en la inhibición del 
crecimiento con respecto al control sin la señal (Figura 24A). Este efecto también ocurrió 
cuando se expresaba esta versión en ausencia de Akt (Figura 24B), probablemente 
Fig.24. Efecto de la introducción de secuencias aminoacídicas en el extremo N-terminal de 
p110α sobre la inhibición de crecimiento ejercida por esta proteína en levadura. (A) 
Diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG (galactosa) de la cepa YPH499 de S. 
cerevisiae co-expresando dos plásmidos vacíos (YCpLG y pYES2), o los plásmidos YCpLG-
PI3Kα, YCpLG-FLAG-PI3Kα,Q YCpLG-Myr-PI3KαQ o YCpLG-MutMyr-PI3KαQ con pYES2-GFP-
Akt1. El diagrama de la izquierda muestra la secuencia aminoacídica de los epítopos FLAG, la 
señal de miristoilación y la señal de miristoilación con una mutación (en rojo). (B) Diluciones 
seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG (galactosa) de la cepa BY4741 de S. cerevisiae 
expresando el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o YCpLG-Myr-PI3KαQ. 
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porque la N-miristoilación, al igual que la C-prenilación, direcciona a la enzima a las 
membranas, donde se halla su sustrato, el PtdIns-4,5-P2. En resumen, la inserción de una 
señal de miristoilación N-terminal en la subunidad p110α causa una inhibición de 
crecimiento apreciable. Sin embargo, en el modelo de levadura no se observa el efecto 
de potenciación de la actividad por el epítopo FLAG descrito por el Dr. Vogt, sino que la 
inhibición de crecimiento ejercida por esta versión parece disminuir en comparación con 
la versión silvestre. Estos datos sugieren que el efecto que se observa al introducir una 
secuencia aminoacídica en N-terminal afecta bien a la interacción con Ras, prescindible 
en nuestro modelo, como hemos demostrado, o bien con la subunidad regulatoria p85, 
ausente en la levadura.  
3. Caracterización de los efectos de la conversión de PtdIns-
4,5P2 en en PtdIns-3,4,5P3 en S. cerevisiae  
3.1. La expresión de PI3K reduce la viabilidad de S. cerevisiae. 
Como ya se ha mencionado, la expresión en levadura de la subunidad catalítica 
fusionada a una señal de prenilación (p110α-CAAX) causa una inhibición del crecimiento 
dependiente de la actividad catalítica de esta proteína. Este fenotipo puede producirse 
bien como consecuencia de que la expresión de esta proteína ocasione la pérdida de 
viabilidad celular o bien porque provoque que las células entren en un estado de 
quiescencia. Uno de los métodos más comúnmente empleados para detectar la pérdida 
de viabilidad es el ensayo de recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), que se 
basa en la capacidad de las células vivas de una población para dividirse y generar 
colonias en medio sólido. 
Los cultivos de levaduras expresando p110α-CAAX durante 8 horas presentaron una 
viabilidad celular alrededor de 46% y de un 53% en dos fondos genéticos diferentes, 
BY4741 e YPH499 respectivamente (Figura 25), con respecto a las células expresando el 
mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R como control, para el que se asignó 
una viabilidad del 100%. Estos resultados indican que existe una pérdida de viabilidad 
cuando se expresa p110α-CAAX, de acuerdo con la idea de que su sustrato, el PtdIns-
4,5P2 es un fosfoinosítido esencial para la célula de levadura. 
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3.2. La pérdida de polaridad del citoesqueleto de actina inducida 
por la expresión de PI3K se correlaciona con la disminución de los 
niveles de PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática 
Resultados previos de nuestro grupo (Rodriguez-Escudero et al., 2005) habían puesto de 
manifiesto que en condiciones de expresión de PI3K (p110α-CAAX) se producía una 
pérdida del PtdIns-4,5P2 de la membrana plasmática; éste se puede visualizar mediante 
la expresión de un marcador de este fosfoinosítido que está constituido por una fusión a 
GFP del dominio PH de la fosfolipasa Cδ [GFP-2xPH(PLCδ)] (Yu et al., 2004). Esta sonda 
presenta una elevada especificidad por este fosfoinosítido y se localiza en la membrana 
plasmática de la célula en condiciones normales. La expresión de p110α-CAAX produce 
una pérdida de la polaridad del citoesqueleto de actina, el cual normalmente se 
encuentra polarizado hacia la nueva yema emergente en crecimiento (Rodriguez-
Escudero et al., 2005). Teniendo en cuenta que la integridad y adecuada polimerización 
del citoesqueleto de actina está regulada positivamente por este fosfoinosítido 
(Saarikangas et al., 2010), decidimos estudiar si la dinámica de desaparición de PtdIns-
4,5P2 debida a la actividad de PI3K se correlacionaba con la pérdida de polaridad del 
citoesqueleto de actina.  
Fig. 25. Viabilidad celular de células expresando p110α-CAAX. Recuento del porcentaje de 
unidades formadoras de colonias (CFUs) obtenido tras 48 horas de incubación en medio SD 
células de las cepas silvestres BY4741 e YPH499 que habían expresado durante 8 horas en 
medio líquido SG el mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAX
K802R
 desde el plásmido 
YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o p110α-CAAX desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K). 
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El recuento de células expresando p110α-CAAX con señal de [GFP-2xPH(PLCδ)] en la 
membrana plasmática a lo largo de un intervalo de tiempo de 8 horas reveló que la 
presencia del marcador en la membrana plasmática disminuía más de 5 veces 
transcurridas 3 horas de expresión de dicha proteína (Figura 26). A partir de este 
momento, se produjo el aumento en el porcentaje de células que presentaban patches 
de actina despolarizados en la yema emergente. Este porcentaje alcanzó su máximo a 
las 6 horas, cuando el 70% de las células expresando p110α-CAAX presentaban 
despolarización del citoesqueleto, y se mantuvo en estos niveles hasta el final del 
análisis. El de marcaje de [GFP-2xPH(PLCδ)] en la membrana plasmática, disminuyó 
levemente desde las 3 horas hasta el final del análisis. 
 
 
Estos resultados muestran que la pérdida drástica del reservorio de PtdIns-4,5P2 de la 
membrana plasmática causada por expresión de PI3K ocasiona el aumento en la 
despolarización del citoesqueleto de actina en estas células, de acuerdo con la 
observación de que este reservorio es importante para su adecuada polarización 
(Desrivieres et al., 1998). Además, este resultado refuerza la hipótesis de que la 
toxicidad de p110α-CAAX se debe a la función esencial que ejerce el PtdIns-4,5P2 en la 
secreción polarizada, el cual que no puede ser ejercido por el PtdIns-3,4,5P3 generado. 
Fig. 26. Efecto de p110α-CAAX sobre el citoesqueleto de actina y el reservorio de PtdIns-4,5P2 
de la membrana plasmática. La gráfica representa en ordenadas el porcentaje de células y en 
abscisas el tiempo, en horas, desde el comienzo desde la expresión de PI3K desde el plásmido 
YCpLG-PI3Kα-CAAX. La línea azul muestra el porcentaje de células de un cultivo líquido en 
medio SG expresando  p110α-CAAX que contienen el marcador de PtdIns-4,5P2 [GFP-
2xPH(PLCδ)] (Yu et al., 2004) en la membrana plasmática y la rosa el porcentaje de células del 
mismo cultivo que presentan patches de actina despolarizados en la yema emergente, 
teñidos con rodamina-faloidina. 
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Esto convierte a la expresión de la PI3K heteróloga en una herramienta para el estudio 
de las funciones esenciales del PtdIns-4,5-P2 en S. cerevisiae. 
3.3. La expresión de PI3K retarda el transporte endocítico de FM4-
64 a la vacuola y altera la localización de la proteína Snc1 
Los patches de actina son lugares donde se produce la endocitosis. Además, es conocida 
la importancia del PtdIns-4,5P2 en el control de este proceso. Basándonos en trabajos 
previos realizados por nuestro equipo en los que se observó que la expresión de PI3K 
provocaba alteraciones en el tráfico endocítico (Rodriguez-Escudero et al., 2005), 
decidimos caracterizar este proceso a través del seguimiento de la incorporación del 
colorante vital FM4-64 (Vida y Emr, 1995). Éste permite trazar la ruta endocítica, ya que 
se une a los lípidos de la membrana plasmática, se internaliza mediante endocitosis y se 
incorpora posteriormente a vesículas endocíticas, hasta su llegada a la membrana 
vacuolar. Como se puede ver en la Figura 27A, el tiempo que tarda este colorante en 
llegar a la membrana de la vacuola en una población silvestre es aproximadamente de 
60 minutos, por lo que se evaluó el marcaje con FM4-64 de la membrana vacuolar a los 
15, 30 y 60 minutos posteriores a la adición del colorante para precisar la dinámica de su 
incorporación en las células. En levaduras que expresaban p110α-CAAX, el porcentaje de 
células en las cuales el marcaje del colorante se localizaba en su totalidad en la 
membrana vacuolar, era notablemente inferior al de las células expresando un vector 
vacío como control en todos los tiempos que se estudiaron (Figura 27A); de hecho, una 
hora después de la adición del FM4-64, éste había alcanzado la membrana vacuolar en 
el 100% de las células control, mientras que en las células expresando p110α-CAAX solo 
lo había hecho en el 50% de las células, las cuales además contenían un elevado número 
de endosomas y estructuras membranosas marcadas con el colorante y presentaban un 
mayor número de vacuolas que las células control. 
Snc1 es una proteína vSNARE que media la fusión de vesículas exocíticas con la 
membrana plasmática en levadura. Es constantemente endocitada y reciclada de nuevo 
a la membrana plasmática desde los endosomas tempranos a través del trans-Golgi, en 
el que se incorpora a nuevas vesículas secretoras (Lewis et al., 2000). La localización de 
Snc1 se suele usar tanto para el estudio del proceso endocítico, dado que la presencia 
exclusiva o mayoritaria de esta proteína en la membrana plasmática indica un defecto 
en la endocitosis, como para el estudio del tráfico a través de su paso por los endosomas 
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y el aparato de Golgi al ser reciclada. Cuando se estudió la localización de Snc1 en 
células control expresando el mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R, esta 
proteína se ubicaba en compartimentos citoplásmicos principalmente, así como en 
 
 
sitios de polaridad, como la yema emergente, de acuerdo con lo descrito para células 
silvestres (Lewis et al., 2000). Sin embargo, en células expresando p110α-CAAX activa, el 
marcador se situaba a lo largo de toda la membrana plasmática y de forma mucho más 
intensa, en más del 60% de las células, mientras que en el control esto solo se observaba 
en menos del 10% de la población (Figura 27B). Como observaciones co-laterales a estos 
Fig. 27. Efecto de la expresión de PI3K sobre la endocitosis en la célula de levadura. (A) La 
gráfica representa el porcentaje de células (N≥300) expresando el plásmido vacío YCpLG o la 
subunidad catalítica p110α-CAAX desde YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K), que presentan teñida la 
membrana vacuolar con el colorante vital FM4-64 a los 15, 30 y 60 minutos de la adición del 
colorante. Las imágenes de microscopía de fluorescencia a la derecha muestran el aspecto de 
las células a los 30 minutos de la adición del marcador. (B) La gráfica representa el porcentaje 
de células expresando un mutante catalíticamente inactivo de PI3K desde el plásmido YCpLG-
PI3K (K802R)-CAAX (KD) o la subunidad catalítica de PI3K desde YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) 
que contienen el marcador Snc1-GFP en la membrana plasmática (N≥300). A la derecha dos 
imágenes representativas de microscopía de fluorescencia del aspecto de las células co-
expresando las proteínas indicadas (1ªcolumna) y de las mismas en microscopía diferencial 
de contraste de interferencia (DIC) (2ªcolumna).  
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experimentos se observó que el tamaño de las vesículas intracelulares en que se 
localizaba Snc1 fue notablemente superior en células expresando p110α-CAAX que en el 
control, sugiriendo que en estas condiciones existe además un defecto en el tráfico a 
través de la ruta endo-exocítica de reciclaje que sufre esta proteína.  
Estos resultados ponen de manifiesto que en condiciones de eliminación de PtdIns-4,5P2 
existe un defecto en la vía endocítica de la levadura. 
3.4. La expresión de PI3K produce defectos en la morfología 
vacuolar 
Las observaciones con el colorante vital FM4-64 habían revelado anomalías en la vía 
endocítica degradativa y en el número de vacuolas en células que expresaban p110α-
CAAX. Para profundizar en el estudio de este efecto se emplearon diferentes 
marcadores que permitieron observar la morfología y apariencia de las vacuolas.  
El CMAC (7-amino-4-clorometilcumarina) es un colorante fluorescente que atraviesa las 
membranas celulares y emite fluorescencia en condiciones de acidez; por tanto solo tiñe 
el lumen de la vacuola. Cuando se tiñeron las células expresando p110α-CAAX con CMAC 
se apreció que el colorante, en lugar de encontrarse en un compartimento definido 
correspondiente a la vacuola tal como ocurría en células control expresando el mutante 
catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R, se distribuía en una serie de orgánulos con 
morfología irregular que se extendían por todo el citoplasma (Figura 28).  
Posteriormente se empleó una proteína de fusión del receptor del factor α Ste2 a la 
proteína fluorescente mCherry. El factor α es un péptido mediante el cual las células 
haploides de tipo MATα se comunican con las de tipo sexual opuesto MATa para generar 
proyecciones polarizadas dirigidas a la célula de la cual provino la señal y así aparearse 
con ellas. Su receptor, Ste2, es una proteína transmembranal que es regulada mediante 
su reciclaje a través de la vía endocítica de manera constitutiva cuando se encuentra 
unida a su ligando, por lo que es usada comúnmente como herramienta para trazar la 
endocitosis (Singer-Kruger et al., 1993; Schandel y Jenness, 1994; Hicke et al., 1997). Se 
ha descrito que una fusión C-terminal de Ste2 a GFP, además de localizarse en la 
membrana plasmática y en compartimentos endocíticos, se acumula en el lumen de la 
vacuola (Stefan y Blumer, 1999), dependiendo del ratio de internalización, la 
Resultados 
 
 
125 
 
degradación de GFP en este orgánulo y el número de copias del plásmido. En nuestro 
caso Ste2-mCherry se expresó desde un plásmido episómico, y dicha proteína de fusión 
se acumuló en las células control en el lumen vacuolar (Figura 28). Por el contrario, 
cuando se expresó p110α-CAAX catalíticamente activa, el marcador Ste2-mCherry se 
localizó en unos compartimentos disgregados en el citoplasma, similares a los 
anteriormente observados con CMAC en estas células.  
 
 
La proteína Ypt7 es la homóloga a la Rab GTPasa de mamíferos Rab7. En levadura Ypt7 
coordina la maduración de los endosomas tardíos y su fusión con la vacuola en la vía 
degradativa (Epp et al., 2011b). Al expresar esta proteína en fusión a mCherry en las 
células control, este marcador se localizó en la membrana vacuolar así como en 
compartimentos endosomales tardíos (Figura 28). Sin embargo la co-expresión con 
p110α-CAAX produjo también la alteración de este patrón, causando la localización del 
Fig. 28. Efecto de la expresión de PI3K sobre la morfología vacuolar. Imágenes de DIC (1ª y 3ª 
columna) y de microscopía de fluorescencia (2ª y 4ª columna) que muestran la morfología de 
las vacuolas de células expresando un mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAX
K802R
 
desde el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o la subunidad catalítica p110α-CAAX
 
desde YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K). En la primera línea las células fueron teñidas con el 
colorante CMAC; en la segunda y en la tercera las células contienen además los plásmidos 
YEPlac112-Ste2-mCherry o pRS414-mCherry-Ypt7, respectivamente. 
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marcador tanto en la membrana como en el interior de los compartimentos vacuolares 
de morfología anormal previamente observados con CMAC y Ste2-mCherry.  
Todas estas observaciones sugieren que la expresión de PI3K ocasiona defectos en la 
morfología y fusión de vacuolas. 
3.5. La falta de PtdIns-4,5P2 altera la morfología del trans-Golgi 
(TGN) 
El aparato de Golgi de S. cerevisiae es un conjunto de cisternas membranosas que 
presenta un aspecto microscópico puntiforme. Se divide en cis-, medio o trans-, y se 
encarga de modificar postraduccionalmente proteínas procedentes del retículo 
endoplásmico en su parte cis o de coordinar el destino de las proteínas en la ruta 
secretora, en su parte trans (TGN), dado que intercambia tráfico con los endosomas 
tempranos, tardíos y con la vacuola, y envía vesículas secretoras a la membrana 
plasmática. Los defectos a nivel del tráfico intracelular en el TGN repercuten en 
anomalías tanto de la morfología vacuolar como del tráfico de determinadas proteínas a 
través de este orgánulo (Conibear y Stevens, 2000). La carencia de PtdIns-4,5P2 inducida 
por expresión de p110α-CAAX ha demostrado causar notables alteraciones en la 
morfología vacuolar y asimismo en la ruta de reciclaje que sigue la proteína Snc1 desde 
los endosomas tempranos hacia el trans-Golgi. Para determinar si la función y 
morfología de este orgánulo se veían comprometidas en estas circunstancias, decidimos 
estudiar la localización de una de las proteínas residentes en el TGN, la proteína Sec7 
que presenta actividad GEF sobre las GTPasas Arf del aparato de Golgi. En las células 
control expresando el mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R, Sec7 presentó 
un aspecto puntiforme, definido y bastante intenso (Figura 29) que se corresponde con 
el descrito para esta proteína (Franzusoff et al., 1991). Sin embargo en células 
expresando p110α-CAAX, Sec7 mostró un patrón disperso y disgregado por toda la 
célula, incrementándose significativamente el número de puntos por célula marcados 
con esta proteína, aunque su tamaño era inferior al observado en las células control. 
Estos resultados indican que la expresión de p110α-CAAX ocasiona una fragmentación 
del TGN. 
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3.6. La localización de los componentes del exocisto Exo70, Exo84, 
Sec6, Sec5 y Sec3 se encuentra alterada en condiciones de ausencia 
de PtdIns-4,5P2 
El exocisto es un complejo octamérico que se localiza en el extremo de la yema 
emergente o en la zona de separación entre la célula madre y la hija, donde tiene lugar 
un crecimiento más activo (Lipschutz et al., 2002; Hsu et al., 2004; Liu et al., 2012). 
Algunas de las subunidades del exocisto reconocen el PtdIns-4,5P2 de la membrana 
plasmática para efectuar el anclaje de las vesículas secretoras (He et al., 2007; Zhang et 
al., 2008), por lo que el estudio de la localización del exocisto en condiciones de 
expresión de PI3K resultaba particularmente interesante. Estos experimentos se llevaron 
a cabo durante una estancia en el laboratorio del Dr. Guo (Universidad de Pennsylvania). 
Los componentes del exocisto Exo70, Exo84, Sec6, Sec5 y Sec3 observados en fusión GFP 
Fig. 29. Efecto de la expresión de PI3K sobre la morfología del TGN. En la parte superior, 
imágenes de microscopía de DIC (izquierda) y de fluorescencia (derecha) que muestran el 
aspecto del TGN de células de la cepa DLY35 (Sec7-GFP) expresando el mutante 
catalíticamente inactivo p110α-CAAX
K802R
 desde el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) 
como control o p110α-CAAX desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K). En la parte 
inferior, la gráfica muestra el número de puntos marcados con Sec7-GFP por célula (N=220) 
en cada caso (*p≤0.05).  
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Fig.30. Localización del exocisto en células expresando PI3K. (A) Imágenes de microscopía de 
fluorescencia y DIC de células de las cepas GY2284 (Exo84-GFP), GY2285 (Exo70-GFP), GY2288 
(Sec6-GFP), GY2287 (Sec5-GFP) y GY2286 (Sec3-GFP) expresando los plásmidos YCpLG-PI3K 
(K802R)-CAAX (KD) o YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K). (B) La gráfica muestra el porcentaje de células 
de estos cultivos (N≥300) que presentaban defectos en el anclaje a la membrana plasmática de 
la yema de las distintas subunidades estudiadas; el recuento se llevó a cabo considerando solo 
células con una yema pequeña emergente en un cultivo asincrónico (*p≤0.05).  
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en células control expresando el mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R 
presentaron una polarización totalmente restringida a la parte apical de la yema (Figura 
30A), de acuerdo con lo descrito anteriormente en células silvestres (TerBush y Novick, 
1995; Finger et al., 1998; Lipschutz et al., 2002; Hsu et al., 2004; Liu et al., 2012). Sin 
embargo, las células expresando p110α-CAAX presentaron alteraciones en el anclaje de 
estas proteínas a la membrana de la nueva yema, permaneciendo distribuidas de 
manera difusa por toda la yema (Figura 30A). El porcentaje de células con defectos en la 
fijación de las proteínas del exocisto a la parte apical de la yema fue significativamente 
mayor en células expresando p110α-CAAX para el caso de las subunidades Exo84, Sec6, 
Sec5 y Sec3 (Figura30B). Por tanto, la pérdida de PtdIns-4,5P2 provocada por la expresión 
de p110α-CAAX causa defectos en el anclaje del exocisto a la membrana de la yema 
emergente. 
3.7. La falta de PtdIns-4,5P2 inducida por expresión de PI3K causa la 
activación de la ruta CWI de S. cerevisiae 
La ruta CWI es una cascada de señalización intracelular que se activa frente a estímulos y 
daños en la pared celular y en la membrana plasmática de la levadura y regula la 
expresión de genes que le permiten adaptarse a ellos. Se ha propuesto que el PtdIns-
4,5P2 ejerce un papel importante en la señalización mediada a través de esta ruta, a 
través de su interacción con la proteína GEF de Rho1, Rom2 (Audhya et al., 2002). Sin 
embargo trabajos previos en nuestro grupo de investigación habían demostrado que la 
expresión de PI3K, que como hemos visto elimina el PtdIns-4,5P2 de la membrana 
plasmática, provoca una activación de la MAPK de la ruta CWI, Slt2 (Rodriguez-Escudero 
et al., 2005). Por este motivo decidimos caracterizar más profundamente la activación 
de la ruta CWI que tiene lugar en estas condiciones y confirmar si verdaderamente 
suponen para la célula una agresión que ponga en marcha la respuesta adaptativa 
característica de la estimulación de esta ruta. 
3.7.1. La expresión de PI3K provoca la fosforilación de Slt2, la MAPK de la ruta 
CWI, de manera sostenida en el tiempo 
En primer lugar nos propusimos determinar la dinámica temporal de la activación de la 
MAPK de esta ruta, Slt2. Para ello, realizamos un análisis de la fosforilación de Slt2 en 
extractos de células expresando p110α-CAAX durante un período de tiempo de 8 horas a 
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partir del momento de su inducción, utilizando anticuerpos fosfoespecíficos de la forma 
doblemente fosforilada y, por tanto activada, de la MAPK. Los niveles de fosforilación de 
Slt2 se incrementaron secuencialmente en el tiempo con respecto a la fosforilación 
basal en ausencia de expresión de p110α-CAAX (Figura 31). Los valores más altos se 
alcanzaron al cabo de las cuatro horas de la inducción y se sostuvieron incrementados 
en el intervalo de tiempo analizado. 
 
 
3.7.2. La fosforilación de la MAPK Slt2 se correlaciona con una activación de la 
respuesta transcripcional dependiente de la ruta CWI 
Para verificar que la activación de la MAPK Slt2 que se estaba produciendo en 
condiciones de eliminación de PtdIns-4,5P2 daba lugar a una reprogramación génica 
como respuesta a este estímulo, estudiamos la dinámica de dos marcadores de 
activación transcripcional de la ruta CWI. Uno de ellos es la fosforilación y aumento de la 
expresión del factor de transcripción Rlm1. En respuesta a estímulos de la ruta CWI, este 
factor de transcripción regula la expresión de determinados genes necesarios para que 
se produzca una respuesta transcripcional que le permita a la célula adaptarse a este 
estímulo (Jung y Levin, 1999). Se ha descrito que Rlm1 es capaz de activar la 
transcripción del gen SLT2 (Jung et al., 1999), así como de RLM1 (Roberts et al., 2000) 
ejerciendo de esta manera un efecto de retroalimentación positiva sobre la ruta. La 
inmunodetección de una versión etiquetada de Rlm1 mostró que en condiciones de 
expresión de PI3K se produce un aumento en la cantidad de este factor de transcripción  
en el tiempo, así como un pequeño cambio en su movilidad electroforética, debido a su 
fosforilación por Slt2, los cuales no se producen cuando se expresa el mutante 
catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R como control (Figura 32A). Otro de los genes 
Fig. 31. Activación de la MAPK Slt2 por expresión de PI3K. Western-blotting de extractos de 
células de la cepa silvestre BY4741 (WT) expresando p110α-CAAX
 
desde el plásmido YCpLG-
PI3Kα-CAAX durante un período de tiempo de 8 horas, utilizando anticuerpos anti-phospho-
p42/44, anti-Slt2 y anti-actina, como control de carga.  
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regulados por Rlm1 es MLP1, el cual codifica una pseudoquinasa llamada Mlp1 (Mpk-like 
protein), que se expresa en respuesta a la activación transcripcional por parte de Slt2 
 
(Rodriguez-Pena et al., 2008), por lo que se puede utilizar como un gen reportero de 
activación la ruta CWI. La actividad β-galactosidasa de una fusión constituida por el 
promotor de MLP1 al gen lacZ en células expresando p110α-CAAX fue notablemente 
superior a la de aquellas expresando un vector vacío en el período de tiempo analizado 
(Figura 32B). Estos resultados corroboran que la fosforilación de la MAPK inducida por 
las condiciones de ausencia de PtdIns-4,5P2, producidas por expresión de PI3K, es capaz 
Fig. 32. Activación transcripcional de la ruta CWI en condiciones de expresión de PI3K. (A). 
Western-blotting de extractos de células de la cepa silvestre YMM1, que expresa desde su 
locus cromosómico una versión de Rlm1 fusionada con el epítopo Myc, expresando PI3K 
desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX o el mutante catalíticamente inactivo desde el 
plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) durante un período de tiempo de 8 horas. La 
inmunodetección se realizó con anticuerpos específicos frente al epítopo Myc y frente a 
G6PDH, como control de carga. (B) Valoración de la actividad beta-galactosidasa procedente 
de la expresión de pMLP1-lacZ en la cepa silvestre YPH499 transformada YCpLG-PI3Kα-CAAX 
(PI3K) o con un vector vacío (YCpLG) como control. 
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de generar una respuesta transcripcional dependiente de la ruta CWI que se mantiene 
en el tiempo. 
3.7.3. El análisis transcriptómico de células expresando PI3K revela un patrón 
similar al que se obtiene en presencia de estímulos de la ruta CWI 
Para conocer el perfil transcripcional global en respuesta a la expresión de PI3K 
realizamos  experimentos de microarrays de DNA en los que se comparó la expresión 
diferencial de genes en células expresando p110α-CAAX respecto al correspondiente 
mutante catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R como control. En estas condiciones 
se produjo la inducción de 80 genes al menos 1,7 veces más que en las células control 
(p-value≤0,05) y la represión de 7 genes al menos 0,6 veces menos que en las células 
control (Tabla 7). Estos genes se agruparon en categorías funcionales según las 
herramientas bioinformáticas Genecodis (Carmona-Saez et al., 2007; Nogales-Cadenas et 
al., 2009; Tabas-Madrid et al., 2012) y Go Term Finder (http://www.yeastgenome.org, 
Stanford University, CA) (Figura 33).  
 
 
Según estas categorías se hallaron significativamente enriquecidos dos procesos, 
teniendo en cuenta el número total de genes relacionado con estos procesos de forma 
global en el genoma: “biogénesis de la pared celular” y “respuesta a estrés” con una 
Fig. 33. Funciones celulares representadas en el perfil transcripcional obtenido por 
expresión de PI3K. El diagrama representa el porcentaje de genes relacionado con la 
biogénesis de la pared celular, el tráfico de proteínas, el metabolismo y el estrés, 
respectivamente en el genoma de S. cerevisiae y en el grupo de genes diferencialmente 
expresados en células expresando PI3K. El asterisco indica significación estadística según la 
prueba de Bonferroni (p≤0,05). 
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significación estadística del 1,3·10-6 y de 0,05, respectivamente, según el p-value de 
Bonferroni. El 16% de los genes que se hallaron diferencialmente expresados en estas 
condiciones estaban relacionados con la biogénesis de la pared celular, mientras que en 
el genoma de S. cerevisiae solo un 3% de los genes está relacionado con este proceso; 
asimismo la respuesta inducida por PI3K presentaba un 9% de genes relacionados con 
estrés, en comparación con el 2% de los genes relacionados con este proceso en el 
genoma. Igualmente se encontró un enriquecimiento en genes relacionados con 
metabolismo y tráfico de proteínas, pero no de manera estadísticamente significativa. 
Para verificar la validez de los datos del perfil transcripcional obtenido en condiciones de 
expresión de PI3K a partir de estos experimentos, se realizó una PCR cuantitativa en 
tiempo real (qRT-PCR) con genes representativos del análisis completo (Figura 34).  
 
 
Para ello se escogieron 4 genes que presentaron distintos valores de inducción en los 
primeros análisis, empleando los mismos mRNAs en ambos casos. Los resultados 
obtenidos mediante esta aproximación se correlacionaron con los ratios que se 
obtuvieron inicialmente en los microarrays de DNA, lo cual valida los resultados 
transcriptómicos obtenidos. 
Fig. 34. Confirmación mediante qRT-PCR de los resultados obtenidos en los microarrays de 
DNA en condiciones de expresión de PI3K. La gráfica muestra en azul oscuro los valores de los 
niveles de inducción de 4 genes que se escogieron para realizar la confirmación mediante RT-
PCR (qPCR), empleando como control interno el valor del gen ACT, y los valores que se 
obtuvieron inicialmente en los experimentos de microarrays (ratio) en azul claro.  
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A priori, un amplio grupo de los genes que se expresaban diferencialmente estaban 
significativamente relacionados con la biogénesis de la pared celular, por lo que 
decidimos verificar la similitud que existía entre el perfil transcripcional obtenido en 
condiciones de expresión de p110α-CAAX y estímulos de la ruta CWI. Como era de 
esperar por los resultados de activación de Rlm1 y de expresión de MLP1-lacZ, el perfil 
transcripcional generado en estas condiciones coincide en gran medida con el generado 
en condiciones de estimulación de la ruta CWI (Figura 35), como el que se produce en 
mutantes carentes de proteínas necesarias para la síntesis de la pared celular (Fks1 y 
Gas1) (Lagorce et al., 2003), el que se genera mediante la sobreexpresión de las 
proteínas Rho1 y Pkc1 (Roberts et al., 2000) y los tratamientos con el agente reductor 
DTT (Gasch et al., 2000), con factor α (Roberts et al., 2000), con el compuesto rojo 
Congo, que induce daño en la pared celular por unirse a la quitina, y con la zimoliasa, 
que también induce daño en la pared celular al degradar algunos de sus componentes 
(Garcia et al., 2004b).  
La herramienta bioinformática Genecodis reveló que los factores de transcripción 
implicados en la regulación de los genes diferencialmente expresados en condiciones de 
expresión de p110α-CAAX son Rlm1, el principal factor de transcripción de la  respuesta 
a estímulos de la ruta CWI, así como Sps18, Hot1, Gcr2, Sko1, Msn2, Pdr3 y Sfp1, de 
forma muy significativa (p-value de Bonferroni ≤10-8), entre otros que se detallan en la 
Tabla 8. 
Además de los genes que se ven inducidos de forma común en la mayor parte de las 
condiciones de estimulación de la ruta CWI, existe un grupo (YCL049C, PPM1, ARO10, 
YDR391C, AGX1, SDS24, MEI4, YHR022C, YLR031W, YKL091C, AIM17, STE3, ECM4, 
YBR053C, DCS2, YPS6, VPS73, YDC1, CAR1, UBI4), que incluye varios genes con funciones 
muy dispares o de función desconocida que no se pueden agrupar en ninguna categoría, 
que se indujeron específicamente en condiciones de expresión de p110α-CAAX. Este 
grupo no alcanzó valores de inducción tan elevados como los del grupo de genes 
característico de condiciones de estimulación de la ruta CWI. La herramienta 
bioinformática MARQ (Vazquez et al., 2010) reveló que este grupo de genes se 
encuentra también inducido en situaciones de estrés térmico (Gasch et al., 2000) (p-
value <0,0001) así como en la transcripción dependiente de la proteín quinasa Tor2 
(Mulet et al., 2006) (p-value <0,0001), que coordina el crecimiento celular en respuesta 
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a estrés nutricional. Este grupo se encuentra regulado por el factor transcripcional de 
respuesta a estrés Msn2 (p-value=1,3·e-5) y por el factor transcripcional de choque 
térmico Hsf1 (p-value=0,0025). 
En resumen, el estudio transcriptómico indica que la falta de PtdIns-4,5P2 inducida por 
expresión de p110α-CAAX desencadena una respuesta transcripcional relacionada con el 
daño de la pared celular y con el estrés, similar en gran medida a la que causan 
estímulos de la ruta CWI ya caracterizados, lo que indica que es percibido como un 
estímulo para esta vía de señalización.  
 
Grupo funcional ORF  Gen Ratio 
PI3K/KD 
Descripción 
Biogénesis de la 
pared celular 
YIL117C PRM5 6,53 Proteína regulada por feromona; inducida durante 
señalización a través de CWI 
 YKL16W PIR3 6,37 Proteína de la pared celular necesaria para su estabilidad 
 YKL161C MLP1  3,9 Protein quinasa inducida por la ruta CWI.  
 YHR030C SLT2 3,01 Serín-treonín MAP quinasa responsable del 
mantenimiento de la integridad celular 
 YLR194C  2,84 Componente estructural de la pared celular  
 YKR061W KTR2 2,58 Manosiltransferasa que cataliza la glicosilación de 
proteínas  
 YGR032W GSC2 2,26 Subunidad catalítica de la beta -1,3 glucan sintasa  
 YLR121C YPS3 2,2 Proteína de la membrana plasmática 
 YKL104C GFA1 1,97 Glutamina-fructosa-6-fosfato amidotransferasa, participa 
en la biosíntesis de quitina 
 YLR414C PUN1 1,97 Proteína de la membrana plasmática relacionada con la 
integridad celular  
 YKL096W CWP1 1,89 Manoproteína de la pared celular  
 YJL171C  1,84 Proteína de la pared celular de función desconocida 
 YBR005W RCR1 1,79 Proteína  de la membrana del retículo endoplásmico 
implicada en la deposición de quitina 
 YIR039C YPS6 1,76 Proteína de la membrana plasmática 
 YOR382W FIT2 0,45 Manoproteína de la pared celular 
Tráfico de 
proteínas 
YBL078C ATG8 2,39 Componente de los autofagosomas  
 YDR358W GGA1 1,96 Proteína del aparato de Golgi que interacciona con Arf1 y 
Arf2 para facilitar el tráfico a través del TGN 
 YOR036W PEP12 1,81 t-SNARE que permite la fusión de cargos incorporados en 
vesículas  a la vacuola 
 YNL093W YPT53 1,75 GTPasa que participa en la ruta endocítica 
 YGL104C VPS73 1,74 Proteína de la mitocondria 
 YHL028W WSC4 0,44 Proteína de la membrana del RE que regula el anclaje de 
proteínas a la membrana del retículo  
Apareamiento YJL108C PRM10 3,38 Proteína regulada por feromona 
 YGR043C NQM1 3,37 Transaldolasa de función desconocida; inducida por 
feromona 
Tabla 7. Clasificación funcional de los genes diferencialmente expresados en condiciones de 
expresión de PI3K. Los ORFs cuyos tránscritos se indujeron al menos 1,7 veces o se reprimieron 
al menos 0,6 veces en presencia de PI3K y con respecto al control se agruparon 
funcionalmente en categorías según las herramientas bioinformáticas Genecodis y y Go Term 
Finder. Los ratios corresponden al valor medio de inducción obtenido por triplicado con tres 
réplicas biológicas y todos los valores son estadísticamente significativos según la prueba t-
Student (p≤0,05) aplicada para el análisis de los datos. 
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 YDR085C AFR1 2,27 Proteína necesaria para la formación del shmoo inducida 
por el tratamiento con feromona  
 YGL053W PRM8 1,84 Proteína regulada por feromona 
Metabolismo YHR209W CRG1 6,14 Metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina  
 YGL157W ARI1 3,5 Aldehido  reductasa, NADPH-dependendiente  
 YLR174W IDP2 2,67 NADP- isocitrato deshidrogenasa citosólica 
 YDR380W ARO10 2,00 Fenil-piruvato descarboxilasa 
 YLR251W SYM1 1,97 Proteína necesaria para el metabolismo etanólico; 
inducida por estímulo térmico 
 YFL030W AGX1 1,94 Alanina-glioxilato aminotransferasa (AGT) 
 YJL155C FBP26 1,94 Fructosa-2,6-bifosfatasa 
 YGR213C RTA1 1,91 Miembro de la familia de exportadores de lípidos en 
hongos 
 YDR001C NTH1 1,90 Trehalasa; puede estar relacionada con la resistencia a 
estrés 
 YNL036W NCE103 1,82 Anhidrasa carbónica 
 YDR074W TPS2 1,82 Subunidad fosfatasa del complejo trehalosa-6-fosfato 
sintasa/fosfatasa 
 YKR076W ECM4 1,80 Glutation transferasa 
 YLR099C ICT1 1,79 Aciltransferasa de ácido lisofosfatídico 
 YPL087W YDC1 1,73 Dihidroceramidasa alcalina; participa en el metabolismo 
de esfingolípidos  
 YPL111W CAR1 1,73 Arginasa 
 YKL029C MAE1 0,57 Enzima málica mitocondrial 
 YMR189W GCV2 0,56 Subunidad P del complejo glicina descarboxilasa  
 YMR006C PLB2 0,47 Fosfolipasa B 
Estrés YDR536W STL1 4,35 Transportados de glicerol de la membrana plasmática; 
relacionada con estrés osmótico   
 YDR171W HSP42 2,68 Proteína pequeña de choque térmico (sHSP) con 
actividad chaperona  
 YER037W PHM8 2,2 Fosfatasa de ácido lisfosfatídico; relacionada con  
respuesta al ayuno de glucosa 
 YDL022W GPD1 2,04 Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa NAD-dependiente; 
relacionada con estrés osmótico 
 YPR005C HAL1 2,02 Proteina citoplásmica que participa en la halotolerancia 
 YMR140W SIP5 1,80 Proteína de función desconocida relacionada con la 
respuesta al ayuno de glucosa 
 YOR173W DCS2 1,77 Proteína inducida por estrés 
 YMR322C SNO4 1,76 Posible chaperona y cisteín proteasa 
Señalización YOR134W BAG7 2,89 Proteína activadora de la actividad GTPasa de Rho1 
(RhoGAP) 
 YMR104C YPK2 2,87 Proteín quinasa que participa en la señalización en la ruta 
CWI   
 YGR161C RTS3 2,55 Componente del complejo proteín fosfatasa tipo 2A 
(PP2A)  
 YDR435C PPM1 2,1 Carboxi metiltransferasa de la subunidad catalítica de 
PP2A  
 YOR208W PTP2 1,82 Proteín fosfatasa que inactiva la MAP quinasa Hog1 
 YKL178C STE3 1,81 Receptor acoplado a proteínas G para el factor a 
Otros YKR091W SRL3 4,66 Proteína citoplásmica que suprime la letalidad de una 
mutación rad53 
 YHR087W RTC3 2,62 Proteína de función desconocida implicada en el 
metabolismo del RNA 
 YIL023C YKE4 2,30 Transportador de zinc localizado en el RE  
 YPR158W CUR1 1,97 Regulador del control de calidad de la organización 
espacial de las  proteínas 
 YJL144W  1,95 Hidrofilina citoplásmica necesaria en el proceso de 
desecación y rehidratación 
 YBR214W SDS24 1,93 Proteína que participa en la separación celular durante la 
gemación  
 YER044C-A MEI4 1,88 Proteína de meiosis que participa en la recombinación 
 YOR306C MCH5 1,85 Transportador de riboflavina de la membrana plasmática  
 YKR046C PET10 1,73 Proteína de función desconocida que co-purifica con 
partículas lipídicas  
 YLL039C UBI4 1,72 Ubiquitina 
 YML123C PHO84 0,42 Transportador de alta afinidad de fosfato inorgánico y de 
baja afinidad de manganeso 
 YPR158W CUR1 1,97 Regulador del control de calidad de la organización 
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espacial de las  proteínas 
 YGR146C ECL1 1,94 Relacionada con la prolongación del período de vida de la 
levadura 
Función 
desconocida 
YPL088W  4,16  
 YOL047C  2,88  
 YPR078C  2,33  
 YLR042C  2,17  
 YHR097C  2,13  
 YCL049C  2,12  
 YKL107W  1,95  
 YDR391C  1,95  
 YJL107C  1,94  
 YHR022C  1,86  
 YJL082W IML2 1,85  
 YLR031W  1,85  
 YKL091C SFH1 1,83  
 YLR257W  1,82  
 YHL021C AIM17 1,82  
 YDL057W  1,81  
 YBR053C  1,78  
 YLR413W  0,59  
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Fig. 35. Agrupamiento de perfiles de expresión transcripcional en distintas condiciones de 
activación de la ruta CWI, previamente descritos, en comparación con el perfil obtenido por 
expresión de p110α-CAAX. Se muestran en las diferentes columnas los genes regulados 
diferencialmente en condiciones de expresión de PI3K frente a tratamientos con factor α 
(50mM-alpha 120min) (Roberts et al., 2000), con zimoliasa (zl 2h) (Garcia et al., 2004b), DTT 
(DTT 180min) (Gasch et al., 2000), rojo Congo (4h cr) (Garcia et al., 2004b); así como frente a la 
sobreexpresión de Pkc1 (GAL-PKC1) y de Rho1(GAL-RHO1) (Roberts et al., 2000); y en 
mutantes en genes implicados en la biogénesis de la pared celular como FKS1 (delta fks1) y 
GAS1 (delta gas1) (Lagorce et al., 2003). Cada fila representa el ratio de expresión para un gen 
en concreto en las diferentes condiciones indicadas en la parte superior de las columnas; 
cuando este valor se encuentra por encima de 1 el color es rojo y cuando está por debajo, 
verde; la saturación hacia rojo o hacia verde está indicada en la barra superior y depende de la 
magnitud del valor del ratio. El clustering se realizó con el software mEV. Las casillas en gris 
indican que falta el valor para ese gen en esa condición. 
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FT ORF Genes 
que 
regula 
en el 
genoma 
(%) 
Genes 
que 
regula 
en el 
grupo 
(%) 
Genes que regula en el grupo Descripción PB 
Rlm1 YPL089C 1,90 35,26 YKE4, PRM5, YPL088W, YLR194C, 
MCH5, ATG8, FBP26, YPS3, KTR2, 
YHR097C, RTS3, YCL049C, YLR042C, 
CWP1, YJL171C, YPS6, HAL1, GFA1, 
PIR3, MLP1, SLT2, PRM10, PTP2, 
ARI1, SRL3, CRG1, AFR1, YJL107C, 
PUN1 
Factor de transcripción 
que controla la 
expresión de genes 
relacionados con la 
organización de la 
pared celular y su  
biogénesis  
0 
Sps18 YNL204C 0,90 25 YPR078C, PRM5, ICT1, YKL107W, 
RTA1, RTS3, ECL1, PIR3, PHM8, 
MLP1, RTC3, YJL144W, PTP2, SRL3, 
CRG1, NQM1, ARO10, BAG7, NTH1, 
YJL107C 
Proteína  implicada en 
la  regulación de  la 
esporulación 
0 
Hot1 YMR172W 0,20 10 NCE103, STL1, YLR042C, TPS2, RTC3, 
NQM1, GPD1, YJL107C 
Proteína que regula la 
expresión de genes en 
respuesta a alta 
osmolaridad 
0 
Gcr2 YNL199C 2,00 28,75 NCE103, PRM8, YLR194C, STE3, 
YPS3, YKL091C, KTR2, HSP42, RTS3, 
ECL1, YPS6, TPS2, PIR3, GSC2, 
PRM10, YHR022C, ARI1, SRL3, 
YDR391C, GPD1, NTH1, YJL107C, 
PUN1 
Activador 
transcripcional de 
genes implicados en 
glicólisis  
0 
Sko1 YNL167C 2,60 32,50 NCE103, PRM5, PRM8, YPS3, STL1, 
HSP42, SNO4, RTS3, YLR042C, CWP1, 
HAL1, TPS2, PIR3, PHM8, PRM10, 
RTC3, DCS2, AGX1, YHR022C, ARI1, 
ECM4, NQM1, GPD1, NTH1, AFR1, 
YJL107C 
Proteína relacionada 
con respuesta a estrés 
oxidativo y osmótico 
 
0 
Msn2 YMR037C 7,90 55 NCE103, VPS73, IML2, YLR194C, 
ATG8, FBP26, STL1, YKL091C, KTR2, 
HSP42, SNO4, RTS3, YLR042C, CWP1, 
YJL171C, YPS6, RCR1, TPS2, GFA1, 
YLR257W, PIR3, SYM1, PHM8, MLP1, 
MEI4, PPM1, RTC3, AIM17, DCS2, 
CAR1, AGX1, SIP5, YJL144W, ARI1, 
SDS24, YBR053C, YDR391C, ECM4, 
NQM1, GPD1, CUR1, NTH1, UBI4, 
PUN1 
Activador 
transcripcional en 
respuesta a 
condiciones de estrés  
0 
Pdr3 YBL005W 2,10 23,75 PRM5, YPL088W, ICT1, IML2, 
YLR194C, HSP42, RTA1, RTS3, 
YLR042C, TPS2, PHM8, GSC2, RTC3, 
AIM17, DCS2, CAR1, ARI1, SDS24, 
ARO10 
Factor transcripcional 
de la familia PDR 
(Pleiotropic Drug 
Resistance) 
0 
Sfp1 YLR403W 8,00 53,75 YPK2, YPR078C, PRM5, YOL047C 
YPL088W, VPS73, ICT1,, YDL057W, 
Proteína que regula la 
transcripción de 
0 
Tabla 8. Factores de transcripción relacionados significativamente con la regulación de 
determinados genes, dentro de aquellos que fueron diferencialmente expresados en los 
microarrays en condiciones de expresión de p110α-CAAX. Para el análisis se emplearon las 
herramientas bioinformáticas disponibles en Genecodis. La relación entre los factores de 
transcripción y los genes que regulan, dentro de los que resultaron diferencialmente 
expresados, estaba previamente documentada, según las bases de datos. La tercera y cuarta 
columna muestran los porcentajes que el factor de transcripción regula en el grupo de genes 
diferencialmente expresados por PI3K y en el genoma completo de S. cerevisiae. La séptima 
columna (PB) indica el p value de Bonferroni para determinar la significación estadística en la 
asociación. 
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YLR194C, MCH5, STE3, STL1, KTR2, 
YHR097C, SNO4, PET10, YCL049C, 
YLR042C ECL1, CWP1, RCR1, HAL1, 
GFA1, YLR257W, PIR3, SYM1, PHM8, 
MLP1, GSC2, PRM10, RTC3, AIM17, 
CAR1, AGX1, ARI1, YBR053C, CRG1, 
YDR391C, PEP12, NQM1, CUR1, 
NTH1, UBI4 
proteínas ribosomales 
y genes biosíntesis en 
respuesta a nutrientes, 
estrés, daño en el DNA 
y crecimiento celular. 
Crz1 YNL027W 4,00 31,25 YOL047C, PRM8, ICT1, YLR194C, 
YPS3, YHR097C, HSP42, RTA1, 
YPT53, RTS3, YJL171C, RCR1, TPS2, 
YLR257W, GSC2, AIM17, DCS2, 
YJL144W, ARI1, YDC1, PEP12, 
ARO10, BAG7, CUR1, PUN1 
Activador de la 
expresión de genes de 
respuesta a estrés 
4·10-20 
Pdr1 YGL013C 4,60 33,75 YPK2, NCE103, PRM5, YPL088W, 
VPS73, ICT1, IML2, YLR194C, YPS3, 
YKL091C, HSP42, RTA1, RTS3, 
YLR042C, ECL1, CWP1, YPS6, TPS2, 
SYM1, PHM8, SLT2, RTC3, AIM17, 
DCS2, ARI1, YBR053C, NQM1 
Factor transcripcional 
de la familia PDR 
(Pleiotropic Drug 
Resistance) 
9·10-20 
Ste12 YHR084W 10,60 55 NCE103, PRM5, YPL088W, VPS73, 
PRM8, ICT1, YLR194C, MCH5, STE3, 
YPS3, YKL091C, KTR2, YHR097C, 
HSP42, RTS3, YCL049C, YLR042C, 
ECL1, CWP1, YPS6, HAL1, GFA1, 
YLR257W, PIR3, PHM8, MEI4, GSC2, 
PRM10, CAR1, AGX1, YHR022C, SIP5, 
YJL144W, YBR053C, SRL3, ECM4, 
NQM1, ARO10, GPD1, CUR1, UBI4, 
AFR1, YJL107C, PUN1 
Activador 
transcripcional de 
genes de  
apareamiento o 
crecimiento 
filamentoso 
2·10-16 
Gis1 YDR096W 3,00 23,75 PRM5, YDL057W, YKL091C, 
YHR097C, SNO4, YPS6, PIR3, SYM1, 
PHM8, RTC3, DCS2, AGX1, YHR022C, 
YJL144W, IDP2, ARI1, SRL3, CRG1, 
GPD1 
Regula genes durante 
el ayuno de nutrientes 
4·10-15 
Msn4 YKL062W 6,90 33,75 NCE103, VPS73, YLR194C, ATG8, 
KTR2, HSP42, YPS6, RCR1, TPS2, 
GFA1, SYM1, PHM8, MEI4, GSC2, 
RTC3, AIM17, DCS2, CAR1, AGX1, 
ARI1, YDR391C, ECM4, NQM1, 
GPD1, NTH1, UBI4, AFR1 
Activador de la 
expresión de genes de 
respuesta a estrés 
1·10-9 
Stp2 YHR006W 4,10 23,75 PRM5, YLR031W, ICT1, YPS3, STL1, 
HSP42, SNO4, RTS3, CWP1, YPS6, 
PIR3, GSC2, ARI1, SRL3, CRG1, 
YDR391C, ECM4, NQM1, ARO10 
Factor de transcripción  
que regula la expresión 
de aminoácido 
permeasas  
3,3·10-9 
Hsf1 YGL073W 8,30 37,50 YKE4, PRM5, VPS73, PRM8, 
YDL057W, IML2, ATG8, YKL091C, 
HSP42, PET10, RTS3, YLR042C, 
GGA1, ECL1, CWP1, YPS6, PIR3, 
SYM1, PHM8, RTC3, AIM17, 
YJL144W, SDS24, YBR053C, CRG1, 
ECM4, NQM1, BAG7, CUR1, UBI4 
Factor de transcripción 
de choque térmico 
3,5·10-9 
3.7.4. La transmisión de la señal provocada por la expresión de PI3K se lleva a 
cabo a través de los elementos de la ruta CWI Wsc1, Rom2, Rho1 y Pkc1 
Para completar la caracterización de la activación de la ruta CWI por la expresión de 
PI3K, decidimos estudiar qué elementos de la ruta CWI estaban implicados en la 
transmisión de este estímulo. Para ello se evaluaron los niveles de fosforilación de la 
MAPK Slt2 en condiciones de expresión de p110α-CAAX o del correspondiente mutante 
Resultados 
 
 
142 
 
 
 
Fig. 36. Implicación de los componentes de la ruta CWI en la activación de la MAPK Slt2 por 
expresión de PI3K. Western-blotting de extractos de células de la cepa silvestre BY4741 
(WT), de las cepas isogénicas mutantes Y01784 (wsc1Δ), Y05241 (mid2Δ), Y04700 (rom1Δ) y 
Y05280 (rom2Δ) (A), de la cepa silvestre OHNY (WT) y de la cepa isogénica HNY21 que 
expresa un alelo termosensible rho1
ts
 (B), y de la cepa silvestre BY4741 (WT) y un mutante 
isogénico pkc1Δ (C); todas ellas expresaban PI3K desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX o el 
mutante catalíticamente inactivo, desde el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD), y se 
incubaron en medio SG a temperaturas permisivas (24°C) o restrictivas (38°C) en el caso de 
la versión termosensible de Rho1. En los experimentos en que se empleó el mutante pkc1Δ 
se adicionó una cantidad de sorbitol 0,3M, tanto a los cultivos de levaduras silvestres como 
a los de levaduras mutantes. La inmunodetección se realizó utilizando anticuerpos anti-
phospho-p42/44, anti-Slt2 y anti-G6PDH, como control de carga.  
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catalíticamente inactivo p110α-CAAXK802R como control, en una cepa silvestre y en cepas 
mutantes que carecían de los genes que codificaban distintas proteínas pertenecientes a 
la ruta CWI como las GEFs de Rho1, Rom1/2, la proteín quinasa Pkc1 y los sensores Wsc1 
y Mid2, así como en una cepa que portaba un alelo termosensible de la GTPasa esencial 
Rho1. En los extractos de la cepa silvestre la expresión de PI3K provocó un incremento 
en la fosforilación de Slt2 (Figura 36A), en concordancia con los resultados obtenidos 
previamente. Sin embargo en los extractos que procedían de los mutantes rom2Δ, 
wsc1Δ (Figura 36A), de la cepa que expresaba un alelo termosensible de Rho1 (Figura 
36B) y de la cepa mutante pkc1Δ (Figura 36C) se apreció una disminución de la 
fosforilación de Slt2 en condiciones de expresión de p110α-CAAX, en comparación con 
los niveles que presentaba la cepa silvestre. Ello indica que el sensor Wsc1, la GEF Rom2, 
la GTPasa Rho1 y la proteín quinasa Pkc1 participan en la transmisión de la señal de 
activación a través de la ruta CWI desencadenada por la actividad de p110α-CAAX. 
3.7.5. La falta del receptor Wsc1 y de la GEF Rom2 atenúa la inhibición de 
crecimiento ejercida por PI3K 
Se sabe que la hiperactivación de la ruta CWI ocasiona la inhibición del crecimiento de la 
levadura (Mattison et al., 1999), por lo que nos planteamos si la activación de dicha ruta 
estaría contribuyendo a la inhibición del crecimiento causada por la expresión de p110α-
CAAX. Con este objetivo estudiamos el crecimiento en condiciones de expresión de 
p110α en mutantes carentes de algunos de los componentes de la ruta. Para ello 
empleamos la versión de p110α que porta una señal de miristoilación, dado que ejerce 
una inhibición parcial del crecimiento y permite apreciar efectos de supresión o de 
agravamiento de este fenotipo que se podrían producir al expresar PI3K en estos 
mutantes (apartado 2.2).  
Cuando esta versión se expresó en los mutantes wsc1Δ y rom2Δ, carentes 
respectivamente del receptor Wsc1 y la GEF de Rho1, Rom2, la inhibición del 
crecimiento se vio parcialmente atenuada con respecto a la observada en la cepa 
silvestre (Figura 37). Este efecto no ocurrió en los mutantes carentes de dos proteínas 
del módulo de MAPK, Bck1 y Slt2, en los que el crecimiento fue incluso levemente 
menor que en la cepa silvestre. Estos resultados ponen de manifiesto que los elementos 
Wsc1 y Rom2 participan en la inhibición del crecimiento mediada por p110α en 
levadura. Sin embargo no parece que sea la respuesta mediada por Slt2 la responsable 
de la toxicidad causada por PI3K. 
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3.8. La expresión de PI3K altera la localización de Pkc1 y provoca su 
aparición en endosomas de reciclaje  
3.8.1. Pkc1 se localiza en puntos citoplasmáticos en presencia de PI3K, de 
forma dependiente del citoesqueleto de actina 
El PtdIns-4,5P2 de la membrana plasmática es importante para la localización de la 
proteína Rom2 en los lugares de crecimiento polarizado (Audhya et al., 2002), donde se 
produce la activación de la ruta CWI. Sin embargo, los resultados expuestos previamente 
ponen de manifiesto que, paradójicamente, en condiciones de ausencia de este 
fosfoinosítido inducidas por expresión de PI3K se produce también una activación de la 
ruta CWI. Decidimos estudiar la localización, la proteín quinasa Pkc1, que es reclutada 
específicamente a los lugares donde se produce activación de Rho1,en condiciones 
basales sin estimulación externa, en presencia de estímulos de la ruta CWI ya 
caracterizados y en condiciones de expresión de p110α-CAAX.  
Fig. 37. Efecto de la expresión de PI3K en mutantes carentes de distintos componentes de la 
ruta CWI. Diluciones seriadas decimales en medio con SD (glucosa) y SG (galactosa) de 
levaduras de la cepa silvestre BY4741 y de las cepas mutantes isogénicas Y01784, Y05280, 
Y01328 y Y00993 expresando los plásmidos  YCpLG-Myr-PI3KαQ (Myr-PI3K) o YCpLG-PI3K 
(K802R)-CAAX  (KD) como control. 
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Fig.38. La localización de Pkc1 en células expresando p110α-CAAX difiere de la inducida por 
otros estímulos de la ruta CWI y requiere de la función de actina. (A) Localización de Pkc1-GFP 
en células silvestres de la cepa MML550 en medio SG que expresan la fusión Pkc1-GFP desde 
su locus cromosómico transformadas con el plásmido vacío YCpLG e incubadas a 24°C 
(control), tratadas con zimoliasa 100T 0,8 U/mL (zimoliasa) durante 2 horas, incubadas a 39°C 
durante 1 hora o expresando p110α-CAAX  desde el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX. La gráfica 
muestra el porcentaje de células de estos cultivos (N=300) que presentaban respectivamente 
una localización polarizada, nuclear, periférica o en puntos citoplásmicos, y las imágenes de 
microscopía de fluorescencia ilustran lo que se corresponde con estas categorías. (B) 
Localización de Pkc1-GFP en células de la cepa silvestre YPH499 transformadas con el plásmido 
pVD67 (Pkc1-GFP) y con el plásmido YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o con YCpLG-PI3Kα-CAAX 
(PI3K), cultivadas en medio SG y tratadas con Lat-B 150 μM o con el solvente como control, 
durante 4 horas. La gráfica indica el porcentaje de células con puntos citoplásmicos 
(N≥300,*p≤0,05).  
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En condiciones basales a 24°C, Pkc1 se localizó en sitios de crecimiento polarizado en la 
parte apical de las yemas y en el septo de separación que se forma entre la célula madre 
y la célula hija (Figura 38A), de forma dependiente del ciclo celular como ya ha sido 
descrito (Andrews et al., 2000; Denis et al., 2005). Cuando se sometió a la célula a un 
tratamiento con zimoliasa, Pkc1 permaneció polarizada en la parte apical de las yemas 
en crecimiento, si bien mostró una señal más intensa que en condiciones basales de 
estimulación, lo que está de acuerdo con la necesidad de un refuerzo de la biosíntesis de 
la pared celular de las zonas más débiles. Frente a un estrés térmico a 39°C, que también 
provoca la estimulación de CWI, Pkc1 perdió su localización polarizada y se distribuyó 
simétricamente por toda periferia celular, tal como había sido descrito para otros 
elementos de la ruta en estas condiciones (Delley et al., 1999). La observación 
microscópica de esta proteína en células expresando p110α-CAAX reveló que, en estas 
circunstancias, Pkc1 se ubicaba en unos puntos citoplasmáticos de naturaleza 
desconocida, en lugar de presentar alguna de las localizaciones antes mencionadas 
(Figura 38A). 
Posteriormente quisimos determinar si la formación de estos puntos citoplásmicos de 
Pkc1 inducidos por expresión de PI3K precisaban de un citoesqueleto de actina 
funcional, esencial en el proceso endocítico, en el transporte intracelular de vesículas y 
en elmantenimiento de la polaridad celular. Con este objetivo, se trató a las células con 
latrunculina B, un compuesto que se une a los monómeros de actina impidiendo su 
polimerización y que, en consecuencia, altera las citadas funciones celulares. El 
tratamiento con este compuesto produjo una disminución significativa en el número de 
puntos citoplásmicos de Pkc1 en células expresando p110α-CAAX, en comparación con 
las células expresando PI3K que no habían sido tratadas con este compuesto (Figura 
38B). Estos resultados parecen indicar que el citoesqueleto de actina contribuye a que 
se generen los puntos en los que se localiza Pkc1 en condiciones de expresión de p110α-
CAAX. 
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3.8.2. Los puntos en los que se localiza Pkc1 se asocian con compartimentos 
marcados con FM4-64  
La morfología de los compartimentos en que se acumula Pkc1 en condiciones de 
expresión de PI3K y la dependencia del citoesqueleto de actina para su formación hacían 
sospechar que se trataba de compartimentos relacionados con tráfico vesicular. Para 
probar esta hipótesis llevamos a cabo estudios de co-localización con el fluorocromo 
FM4-64 en las células tras 15, 30 y 60 minutos de su adición. 
 
 
Como se aprecia en la Figura 39, en células expresando p110α-CAAX (PI3K) Pkc1 
permaneció asociada a endosomas marcados con FM4-64 en todos los tiempos 
analizados, a diferencia de lo que sucedió en células expresando un vector vacío, en las 
que Pkc1 presentó una localización polarizada y el colorante alcanzó la membrana de la 
vacuola en un tiempo muy inferior, tal como habíamos caracterizado en el apartado 3.3. 
El recuento, realizado a los 30 minutos posteriores a la adición de FM4-64, reveló que en 
el 81±8% de las células (N>300) que contenían puntos de Pkc1 se apreciaba una 
Fig.39. Co-localización de Pkc1 expresada desde el plásmido pVD67 (Pkc1-GFP) con el 
colorante FM4-64 en células de la cepa silvestre YPH499 transformadas con YcpLG (vector) o 
con YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) cultivadas en medio SG durante 5 horas, a los 15, 30 y 60 
minutos posteriores a la adición del colorante.  
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asociación con endosomas marcados con este colorante, lo que sugiere que estos 
compartimentos se han generado por endocitosis de la membrana plasmática. 
3.8.3. Los compartimentos en los que se localiza Pkc1 no coinciden con 
marcadores de la ruta endocítica degradativa 
Cuando un cargo es endocitado en la membrana plasmática se fusiona con vesículas 
endocíticas tempranas para dar lugar a endosomas tempranos. Si el cargo que contienen 
va a ser degradado continuará su recorrido a lo largo de la ruta endocítica, pasando a 
formar parte de endosomas tardíos, cuerpos multivesiculares y llegando en último 
término a la vacuola. Los compartimentos en los que Pkc1 se localiza se han generado a 
partir de la endocitosis de la membrana plasmática de acuerdo con los resultados 
obtenidos en el apartado anterior, por lo que podrían estar siguiendo el recorrido hacia 
la vacuola a través de la ruta endocítica degradativa, lo cual estudiamos mediante el 
estudio de diversos marcadores de estos compartimentos. 
Los endosomas tempranos se caracterizan por la presencia de la GTPasa Vps21 y del 
complejo de “tethering” CORVET, que a través de las subunidades Vps3 y Vps8, 
interacciona con Vps21 (Peplowska et al., 2007;Epp et al., 2011). En condiciones de 
expresión de p110α-CAAX, Pkc1 no fue coincidente con Vps21, Vps3 ni Vps8 (Figura 40).  
El proceso de maduración de los endosomas en su camino hacia la vacuola implica la 
adquisición de la GTPasa Ypt7, que dirige el tráfico de los endosomas tardíos y su fusión 
con la vacuola así como el tráfico retrógrado desde éstos hacia el aparato de Golgi vía el 
complejo retrómero de cargos que deben ser reciclados (Epp et al., 2011). En último 
término, la intervención de diversas SNAREs, como la vSNARE Pep12, coordinan la fusión 
de los endosomas tardíos a la membrana de las vacuolas así como el tráfico retrógrado 
desde éstos al aparato de Golgi (Becherer et al., 1996; Burd et al., 1997; Gerrard et al., 
2000). Cuando se produjo la expresión de p110α-CAAX, los compartimentos en que se 
localizaba Pkc1 tampoco coincidieron con Ypt7 ni con Pep12 (Figura 41). 
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Fig. 40. Localización de los marcadores de endosomas tempranos y de Pkc1 en células 
expresando PI3K mediante microscopía de fluorescencia (1ª, 2ª y 3ª columna) o DIC (4ª 
columna). (A) Localización de Pkc1-GFP en células silvestres de la cepa MML550 que expresan 
Pkc1-GFP desde su locus cromosómico, co-transformadas con el mutante catalíticamente 
inactivo YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD), o con el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y con el 
plásmido pRS414-dsRED-Vps21. (B) y (C) Células de la cepa silvestre YPH499 co-transformadas 
con el mutante catalíticamente inactivo YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o con el plásmido 
YCpLG-PI3Kα-CAAX y con los plásmidos pRS415-Vps3-GFP y pRS415-Vps8-GFP, 
respectivamente, y pVD67-Pkc1-mCherry. 
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Se ha descrito que la fusión de una etiqueta al extremo C-terminal de la proteína Snf7, 
una de las cuatro subunidades del complejo ESCRT-III, provoca la aparición de 
endosomas tardíos anormales llamados compartimentos de clase E. Estos 
compartimentos aparecen en mutantes vps de clase E, que se caracterizan por presentar 
un bloqueo en la salida de los cargos de compartimentos prevacuolares hacia la vacuola, 
y por ello generan un compartimento prevacuolar de gran tamaño que contiene 
proteínas de la ruta endocítica y de la vacuola (Raymond et al., 1992; Conibear y 
Stevens, 1998; Teis et al., 2008). Pkc1 tampoco coincidió con los compartimentos de 
clase E en que los que se ubica Snf7-mCherry en células expresando p110α-CAAX (Figura 
42A).  
Fig. 41. Localización de los marcadores de endosomas tardíos y de Pkc1 en células 
expresando PI3K mediante microscopía de fluorescencia (1ª,2ª y 3ª columna) o DIC 
(4ªcolumna). Las células de la cepa MML550 silvestres expresan Pkc1-GFP desde su locus 
cromosómico, se co-transformaron con el mutante catalíticamente inactivo YCpLG-PI3K 
(K802R)-CAAX (KD), o con el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y con el plásmido pRS414-
mCherry-Ypt7 (A) y pRS414-drRED-Pep12 (B). 
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Por último, quisimos descartar una posible asociación de los compartimentos en que se 
localiza Pkc1 con la vacuola. Para ello empleamos el colorante CMAC, que como se 
comentó en el apartado 3.4 solo emite fluorescencia en entornos ácidos, como el lumen 
de la vacuola. Los puntos de Pkc1 generados en presencia de p110α-CAAX tampoco 
mostraron una asociación  con los compartimentos teñidos con CMAC (Figura 42B). 
Todas estas evidencias indican que los compartimentos de naturaleza endosomal 
teñidos con FM4-64 en los que se localiza Pkc1 en condiciones de expresión de PI3K no 
Fig.42. (A) Localización de Pkc1 y del marcador de endosomas tardíos Snf7 en células 
expresando PI3K mediante microscopía de fluorescencia. Células de la cepa silvestre YPH499 
co-transformadas con el vector vacío YCpLG o con el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y 
con los plásmidos YEPlac112-Snf7-mCherry y pVD67 (Pkc1-GFP). (B) Localización de Pkc1 en 
células de la cepa silvestre YPH499 co-transformadas con el vector vacío YcpLG o con el 
plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y con el plásmido pVD67 (Pkc1-GFP), y teñidas con el 
colorante CMAC.  
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coinciden con estructuras características del tránsito hacia la vacuola por la ruta 
degradativa endosomal. 
3.8.4. Pkc1 no co-localiza con marcadores del aparato de Golgi 
El aparato de Golgi de S. cerevisiae es un conjunto de cisternas que presenta aspecto 
puntiforme. Dado que los compartimentos en que se localiza Pkc1 presentan asimismo 
morfología puntiforme decidimos observar la localización de dos marcadores 
correspondientes a la partes cis y trans de este orgánulo. Primeramente estudiamos la 
localización de la subunidad del complejo alfa-1,6 manosiltransferasa, Anp1, que 
glicosila las proteínas de nueva síntesis en el cis-Golgi (Hashimoto y Yoda, 1997). 
 
 
Fig. 43. Localización de marcadores del aparato de Golgi y de Pkc1 en células expresando 
PI3K mediante microscopía de fluorescencia. (A) Células de la cepa silvestre YPH499 co-
transformadas con un vector vacío (YCpLG) o con el plásmido YCpLG-PI3Kα-CAAX y con los 
plásmidos YEPlac112 Anp1-mCherry, que codifica el marcador de cis-Golgi Anp1, y pVD67 
(Pkc1-GFP), cultivadas en medio SG. (B) Células de la cepa DLY35 (Sec7-GFP) co-
transformadas con los plásmidos PVD67-Pkc1-mCherry y YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o 
YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K).  
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En células expresando p110α-CAAX, Pkc1 no co-localizó con compartimentos marcados 
con esta proteína, lo que indicaba que los compartimentos en que se localizaba Pkc1 no 
procedían de síntesis proteica de novo y, por tanto, no se ubicaban en el cis Golgi (Figura 
43A). Estos resultados eran previsibles teniendo en cuenta la co-localización que Pkc1 
presentó con los endosomas marcados con FM4-64 (Apartado 3.8.2).  
Posteriormente estudiamos la localización de la proteína Sec7 que se localiza en el 
trans-Golgi (TGN) (Figura 43B). En células expresando p110α-CAAX, como ya se describió 
en el apartado 3.5, Sec7 presentó un aspecto más difuso y disgregado; la localización de 
este marcador tampoco coincidió con la de Pkc1, lo que indica que los compartimentos 
que observamos en presencia de PI3K no contienen proteínas del aparato de Golgi. 
3.8.5. Pkc1 coincide con las Rab GTPasas Ypt31 e Ypt32 en condiciones de 
eliminación de PtdIns-4,5-P2 
El tráfico de membranas es muy complejo y puede existir intercambio de material desde 
los endosomas, tanto tempranos como tardíos, y el TGN, desde el cual puede producirse 
el reciclaje de cargos de nuevo hacia la membrana plasmática. Puesto que Pkc1 no 
coincide con ningún marcador de la ruta endocítica degradativa a pesar de co-localizar 
con FM4-64, estos compartimentos podrían corresponderse con endosomas tempranos 
relacionados con procesos de reciclaje. La ruta de reciclaje de cargos desde endosomas 
tempranos hacia la membrana plasmática ha sido caracterizada en levadura, e implica la 
participación de las Rab GTPasas Ypt31 e Ypt32, homólogas de Rab11 en mamíferos. 
Éstas se localizan en el trans-Golgi donde regulan la salida de vesículas secretoras del 
TGN (Jedd et al., 1997) y su tránsito hacia la exocitosis a través de la interacción con la 
miosina Myo2 (Lipatova et al., 2008); pero también están implicadas en el reciclaje 
decargos que proceden de los endosomas tempranos a través del aparato de Golgi 
mediante su interacción con la proteína F-box Rcy1 (Chen et al., 2005), la cual es un 
componente de los complejos ubiquitín ligasa. Decidimos estudiar si en estos 
compartimentos donde se ubicaba Pkc1 se encontraban también las Rab GTPasas Ypt31 
e Ypt32. 
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Como se aprecia en las células control, estas proteínas mostraron una localización 
polarizada en el septo de separación entre la célula madre y la célula hija, coincidente 
también con Pkc1, además de presentarse en vesículas intracelulares (Figura 44). 
Cuando se examinó la localización en células expresando p110α-CAAX, un 72±3% y 
71±6% de las células (N=130) que presentaban puntos de Pkc1 manifestaron co-
Fig. 44. Co-localización de las Rab GTPasas Ypt31/32 con Pkc1 en células expresando PI3K 
mediante microscopía de fluorescencia (1ª, 2ª y 3ª columna) y DIC (4ª columna). Células de 
la cepa silvestre YPH499 co-transformadas con los plásmidos pRC647 (GFP-Ypt31) o pRC630 
(GFP-Ypt32) y con PVD67-Pkc1-mCherry, con el vector vacío YCpLac22 o el plásmido 
YCpLac22-GAL1-PI3Kα-CAAX (PI3K). 
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localización de esta proteína con compartimentos marcados tanto con Ypt31 como con 
Ypt32. Estos resultados sugieren que los compartimentos en que se localiza Pkc1 son 
probablemente endosomas implicados en procesos de reciclaje hacia la membrana 
plasmática. 
3.8.6. Los puntos en los que se localiza Pkc1 co-localizan con la vSNARE Snc1  
Trabajos previos habían demostrado que la vSNARE Snc1 se recicla en la célula desde 
endosomas tempranos a través del aparato de Golgi mediante las Rab GTPasas Ypt31/32 
y su efector Rcy1 (Chen et al., 2005). Dado que Pkc1 co-localizaba con las Rab GTPasas 
Ypt31/32, era posible que estuviera siguiendo el mismo recorrido que otros cargos 
reciclados, como la proteína Snc1. El estudio de esta proteína en las células control 
mostró que Snc1 se localiza en compartimentos citoplásmicos así como en zonas de 
crecimiento polarizado (Apartado 3.3, Figura 27), y que únicamente en esta última 
localización coincidía con Pkc1 (Figura 45).  
 
 
Fig. 45. Co-localización de la vSNARE Snc1 con Pkc1 en células expresando PI3K mediante 
microscopía de fluorescencia (1ª,2ª y 3ª columna) y DIC (4ª columna). Células de la cepa 
silvestre YPH499 co-transformadas con los plásmidos pRS315-HA-GFP-cSNC1 y con PVD67-
Pkc1-mCherry, con el vector vacío YCpLac22 o el plásmido YCplac22-GAL1-PI3Kα-CAAX (PI3K). 
Resultados 
 
 
156 
 
En células que expresaban PI3K, observamos que existía una co-localización entre ambas 
proteínas también en los compartimentos citoplasmáticos en un 75±8% de las células 
(N=80) que mostraban esta localización de Pkc1. Este resultado refuerza la hipótesis de 
que, en condiciones de ausencia de PtdIns-4,5P2, Pkc1 se acumula en endosomas 
involucrados en el reciclaje a la membrana plasmática por medio de las GTPasas 
Ypt31/32.  
3.8.7. La localización de Pkc1 en condiciones de expresión de PI3K coincide con 
la de otros componentes de la ruta CWI 
En vista de estos resultados nos planteamos si el resto de componentes de la ruta CWI 
que presentaban el mismo patrón polarizado que Pkc1, se localizaban también en estos 
endosomas de reciclaje. La GTPasa Rho1 se concentra en sitios de crecimiento 
polarizado donde activa a Pkc1 (Yamochi et al., 1994; Qadota et al., 1996), por lo que 
resultaba particularmente interesante el estudio de la localización de esta proteína. 
  
 
Fig. 46. Co-localización de la GTPasa Rho1 con Pkc1 en células expresando p110α-CAAX 
mediante microscopía de fluorescencia (1ª,2ª y 3ª columna) y DIC (4ªcolumna). Células de la 
cepa MML550 (Pkc1-GFP) co-transformadas con el plásmido YCpLac111-mCherry-Rho1 y con el 
vector vacío YCpLac22 (vector) o el plásmido YCplac22-GAL1-PI3Kα-CAAX (PI3K). 
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Como se puede ver en la Figura 46, en células control expresando un vector vacío, Rho1 
además de concentrarse en los sitios de crecimiento polarizado donde coincide con 
Pkc1, se distribuye uniformemente por toda la membrana plasmática y la vacuola. En 
células expresando p110α-CAAX, Rho1 perdió esta localización y se acumuló en 
membranas internas quedando además retenida en unos puntos que co-localizaron con 
Pkc1. El 76±4% de las células (N=300) expresando p110α-CAAX que contenían puntos 
marcados con Pkc1 presentaron co-localización de Rho1 en dichos puntos.  
 
 
El receptor Wsc1, que como se vio en el apartado 3.7.4 es el receptor implicado en la 
transducción de señales a través de la ruta CWI cuando se expresa p110α-CAAX, se 
localiza en condiciones normales de forma polarizada en la parte apical de las yemas 
emergentes y en el septo de separación de la célula madre y la célula hija (Delley et al., 
1999). De acuerdo con esto, cuando se visualizó la localización del receptor Wcs1 y de 
Pkc1 en las células control que expresan la forma inactiva de PI3K, ambas proteínas 
manifestaron una localización polarizada (Figura 47). Sin embargo, en condiciones de 
ausencia de PtdIns-4,5P2 por la expresión de PI3K activa, Wsc1 perdió, al igual que Pkc1 
y que Rho1, su polarización y se localizó en mayor medida en la membrana plasmática 
Fig. 47. Co-localización del receptor de la ruta CWI Wcs1 con Pkc1 células expresando PI3K 
mediante microscopía de fluorescencia (1ª, 2ª y 3ª columna) y DIC (4ª columna). Células de la 
cepa silvestre HSK13-2A (Wsc1-GFP) co-expresando los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX 
(KD) o YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y PVD67-Pkc1-mCherry.  
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de la célula y además en membranas internas. Además, el 69±14% de las células (N=110) 
que contenían puntos citoplásmicos marcados con Pkc1 en estas condiciones, 
presentaron co-localización con el marcaje de Wsc1 en dichos puntos.  
Por tanto, en condiciones de ausencia de PtdIns-4,5P2 inducidas por la expresión de 
p110α-CAAX, Rho1 y Wsc1 presentan una localización coincidente con Pkc1 en 
compartimentos que han sido caracterizados como endosomas de reciclaje.  
3.9. El tratamiento con el inhibidor 15e de PI3K revierte los efectos 
causados por la expresión de PI3K en levadura 
En el primer bloque de resultados se describió cómo el tratamiento con inhibidores de 
PI3K rescata el crecimiento de levaduras expresando esta proteína, debido al bloqueo 
específico de su actividad catalítica. Siguiendo este razonamiento, el tratamiento con un 
inhibidor de PI3K debería revertir los efectos ocasionados por la expresión de esta 
proteína en levadura, tales como la activación de la ruta CWI o la alteración de la 
localización de Pkc1. 
3.9.1. El tratamiento con 15e disminuye la fosforilación de Slt2 inducida por 
PI3K  
Con este objeto de conocer si la ruta CWI se estimulaba en condiciones en que la 
actividad de PI3K estaba bloqueada, se trataron las células con el compuesto 15e que, 
como se vio en el bloque I de resultados, fue el inhibidor de PI3K que produjo una 
inhibición más efectiva en una cepa silvestre de todos los que fueron ensayados. Las 
células que habían estado expresando PI3K se trataron con dosis crecientes del inhibidor 
15e (30, 60 y 90 µM). Como se había visto previamente, en este rango de 
concentraciones el rescate de crecimiento causado por inhibición de PI3K se producía de 
forma directamente proporcional a la dosis de compuesto aplicada, y por tanto, al grado 
de inhibición de PI3K. En estas condiciones, la fosforilación de Slt2 se redujo 
notablemente y de una forma dosis dependiente en comparación con la de células que 
no habían sido tratadas con el compuesto (Figura 48A). Esto indica que el efecto de PI3K 
sobre la activación de la ruta CWI es reversible ya que puede reducirse mediante el 
tratamiento con un inhibidor específico de esta proteína.  
 
Resultados 
 
 
159 
 
 
 
Fig. 48. Efecto del tratamiento con el inhibidor de PI3K 15e sobre células expresando esta 
proteína. (A) Western-blotting de extractos de células de la cepa silvestre BY4741 que han 
expresado los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) en 
medio SG durante 4 horas (primer y segundo carril), que han sido tratadas adicionalmente 
con DMSO como control (tercer y cuarto carril) o con 15e a las dosis de 30, 60 y 90 µM 
(quinto, sexto y séptimo carril, respectivamente) durante 90 minutos. La inmunodetección se 
llevó a cabo utilizando anticuerpos anti-phospho-p42/44, anti-Slt2 y anti-G6PDH, como 
control de carga. (B) Localización de Pkc1 en células de la cepa silvestre YPH499 co-
expresando los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-CAAX (KD) o YCpLG-PI3Kα-CAAX (PI3K) y 
PVD67-Pkc1-mCherry cultivadas en medio SG, tratadas con 90 µM de 15e o con DMSO como 
control durante 5 h. La gráfica muestra el porcentaje de células expresando p110α-CAAX que 
presentan señal de Pkc1 en puntos citoplásmicos, en el citoplasma de la célula o en sitios de 
polaridad. 
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3.9.2. El tratamiento con 15e reduce la aparición de compartimentos 
citoplásmicos de Pkc1 
Para saber si el tratamiento con el inhibidor 15e también afectaba a la localización de 
Pkc1 en puntos citoplásmicos, se trató a las células expresando PI3K con la mayor de las 
dosis empleadas para el estudio de la fosforilación de Slt2. Dichas células presentaron 
una reducción significativa en el número de puntos citoplásmicos marcados con Pkc1 
(Figura 48B). Los resultados de los experimentos realizados con el compuesto 15e sobre 
los efectos celulares que ocasiona la expresión heteróloga de PI3K se corresponden con 
los obtenidos en los ensayos de inhibición de PI3K y suponen otra evidencia más de que 
todos los fenotipos que se aprecian en las células de levadura cuando se expresa PI3K se 
deben a su actividad catalítica.  
3.10. Rastreo genómico de procesos regulados por PtdIns-4,5P2 en 
la célula de levadura. 
A pesar del papel esencial del PtdIns-4,5P2 en la célula, resulta difícil explorar las 
funciones que este segundo mensajero lipídico desempeña dado que la quinasa que lo 
sintetiza, Mss4, es esencial, lo cual impide explotar las herramientas post-genómicas 
disponibles en el modelo de levadura. El uso de alelos condicionales de esta quinasa 
sensibles a temperaturas restrictivas ha aportado importantes contribuciones al 
conocimiento de las funciones que este segundo mensajero desempeña en levadura; sin 
embargo las conclusiones que se obtienen de estos experimentos se ven limitadas por 
los importantes cambios que la membrana plasmática sufre a altas temperaturas de 
incubación. La eliminación de PtdIns-4,5P2 mediante la expresión heteróloga de PI3K 
supone una interesante aproximación alternativa para abordar este problema.  
La colección de mutantes carentes de genes no esenciales de levadura [(collection from 
European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis (EUROSCARF)] se ha 
empleado para un amplio número de rastreos con muy distintos fines. Una de las 
posibles aplicaciones de esta colección es la identificación de genes cuya ausencia 
implica la supresión o la potenciación de un fenotipo en particular. En este caso sería la 
inhibición de crecimiento causada por la falta de PtdIns-4,5P2 inducida por expresión de 
PI3K; de esta manera se podrían establecer nuevos efectores celulares o procesos que 
pudiesen estar regulados por este fosfoinosítido. Para realizar el rastreo de dicha 
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colección, se escogió una versión miristoilada de p110α (apartado 2.2) que causa una 
inhibición de crecimiento parcial y, por tanto, permite detectar tanto las interacciones 
genéticas positivas de supresión del fenotipo inhibitorio sobre el crecimiento como las 
negativas de agravamiento del fenotipo.  
La transformación de la colección, constituida por 4847 cepas haploides mutantes, se 
efectuó con una eficiencia del 89%; de forma global se identificaron visualmente 103 
interacciones genéticas positivas de supresión y 196 negativas de agravamiento de 
fenotipo (Figura 50). Las interacciones positivas se detectaron en placas multipocillo en 
medio líquido. Sin embargo no pudieron identificarse en medio sólido en ensayos en 
gota, porque la réplica directa implica un exceso de inóculo que impide la apreciación de 
un posible efecto de supresión. Por el contrario, las interacciones negativas pudieron 
apreciarse tanto en medio líquido como en medio sólido (Figura 49). 
Tras verificar por duplicado estos resultados en placa multipocillo, la supresión o 
agravamiento de la inhibición de crecimiento causada por PI3K se reprodujo en 34 de los 
103 y 29 de los 196 mutantes, respectivamente. La alta proporción de falsos positivos en 
el rastreo primario en el caso de mutaciones que agravan el efecto se debe a que 
muchos mutantes presentan problemas para crecer en galactosa. 
La confirmación de estos resultados se realizó mediante diluciones seriadas decimales 
de manera individual. Dado que la inhibición de crecimiento ejercida por la versión 
miristoilada de p110α es parcial, todos los supresores de fenotipo que fueron 
seleccionados inicialmente se co-transformaron con los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-
CAAX, como control negativo, o YCpLG-Myr-PI3KαQ y con pYES2-GFP-Akt1, cuya 
expresión en la cepa silvestre origina una toxicidad mayor y, por tanto, facilita la 
detección visual de un efecto supresor sobre la inhibición de crecimiento (Figura 50). Los 
potenciadores de fenotipo fueron transformados solamente con la versión miristoilada 
de p110α, ya que un incremento en la toxicidad que ejerce esta proteína es fácilmente 
detectable (Figura 51). Mediante esta confirmación 28 cepas mutantes fueron capaces 
de suprimir la inhibición de crecimiento causada por p110α y 22 fueron capaces de 
agravarla, lo que supone un 0,6% y un 0,5% respectivamente de las cepas mutantes 
rastreadas (Figura 49). Para corroborar que el efecto supresor de fenotipo no se debía a 
un descenso en la expresión de p110α se analizó mediante Western-blotting la 
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expresión de esta proteína con anticuerpos específicos frente a p110α (datos no 
mostrados); todos los candidatos presentaron una expresión adecuada de p110α a 
excepción de hsc82Δ y ram1Δ. Los genes cuya falta produjo la supresión o el 
agravamiento de fenotipo quedan recogidos en las Tablas 10 y 11 y se encuentran 
agrupados en categorías funcionales según las anotaciones de ontología génica en bases 
de datos. Entre los mutantes supresores de fenotipo de PI3K, se apreció un 
enriquecimiento funcional estadísticamente significativo según la herramienta 
bioinformática Genecodis en aquellos que carecían de genes relacionados con el 
procesamiento del mRNA (Tabla 10). En los mutantes potenciadores de fenotipo se 
encontraron significativamente representados aquellos que carecían de genes 
relacionados con la traducción de proteínas y con el aparato de Golgi (Tabla 11). 
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Fig. 49. Rastreo de la colección de mutantes haploides delecionados en genes no esenciales 
de S. cerevisiae para la búsqueda de moduladores de la toxicidad de PI3K en este organismo. 
(A) Ejemplo de placas representativas del rastreo. Las cepas mutantes carentes de cada uno 
de los genes eran transformadas con el plásmido YCpLG-Myr-PI3KαQ e incubadas en medio 
SD (glucosa). Los pocillos cubiertos por un círculo azul no contienen levaduras en las placas 
originales de la colección y los cubiertos por un círculo amarillo no se transformaron con el 
plásmido. Posteriormente se sembraban en medio SG (galactosa) tanto líquido como sólido, 
y se seleccionaban aquellos que crecían más o menos que el resto de las cepas mutantes de 
la misma placa expresando PI3K (señalados en verde y rojo, respectivamente). (B) Diagrama 
que muestra las sucesivas etapas seguidas en el rastreo y los porcentajes de cepas mutantes 
que resultaron positivos en cada una de ellas; en verde se señalan los valores obtenidos para 
los supresores de fenotipo, en rojo para los potenciadores y en amarillo el porcentaje global 
correspondiente a la suma de ambos.  
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Fig. 50. Confirmación individual de las cepas mutantes que resultaron supresoras de la 
toxicidad de PI3K mediante diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG 
(galactosa). Todas las cepas fueron co-transformadas con los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-
CAAX (KD) o YCpLG-Myr-PI3KαQ y pYES2-GFP-Akt1. La gradación de colores en verde debajo 
del nombre de la cepa indica el grado de supresión del fenotipo de PI3K, siendo el tono más 
oscuro el que indica la máxima supresión.  
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Fig. 51. Confirmación individual de las cepas mutantes que resultaron potenciadoras de la 
toxicidad de PI3K mediante diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG 
(galactosa). Todas las cepas fueron transformadas con los plásmidos YCpLG-PI3K (K802R)-
CAAX (KD) o YCpLG-Myr-PI3KαQ. La gradación de colores debajo del nombre de la cepa indica 
el grado de agravamiento del fenotipo de PI3K siendo el color rojo el que indica el mayor 
grado de agravamiento de fenotipo, en naranja un grado intermedio y en mostaza un grado 
leve. 
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Grupo ORF Nombre 
del gen 
Descripción 
Procesamiento 
del mRNA 
(Proceso 
biológico, p=0,05) 
YGR129W SYF2  Miembro del complejo NTC que posiblemente 
participa en el procesamiento del pre-mRNA  
 YNL187W SWT21 Interacciona genéticamente con Tgs1. Participa en 
splicing del mRNA. 
 YGR064W  El ORF YGR064W coincide parcialmente con el 
ORF YGR063C, que codifica el gen SPT4, que 
regula la transcripción y el procesamiento del 
RNA. 
 YPL157W TGS1 Trimetil guanosín sintasa, que participa en la 
captura de RNAs. 
 YPR057W BRR1 Participa en el procesamiento del pre-mRNA. 
Señalización  YOR008C WSC1 Receptor de la ruta CWI. 
 YLR371W ROM2  GEF de Rho1. Participa en la transmisión de la 
señal a través de CWI.  
 YNL138W SRV2 Proteína asociada a la adenilato ciclasa (CAP) que 
favorece el recambio de monómeros de actina. 
 YNL056W OCA2 Fosfatasa de especificidad dual (DSP) implicada en 
respuesta a estrés por cafeína y rapamicina 
 YHL029C OCA5  Proteína de función desconocida con homologia a 
Rab GAPs  
 YDR067C OCA6  Fosfatasa de especificidad dual (DSP) implicada en 
respuesta a estrés por cafeína y rapamicina 
Ribosoma 
mitocondrial 
YPL183W-
A 
RTC6  Posible proteína del ribosoma de la mitocondria. 
 YDR462W MRPL28  Proteína del ribosoma de la mitocondria. 
Ribosoma YOR369C RPS12  Componente de la subunidad 40S del ribosoma.  
 YMR014W BUD22  Proteína con un posible papel en la selección del 
sitio de polaridad. Participa en la biogénesis del 
ribosoma. 
Transportadores 
de membrana 
YLR138W NHA1 Antiportador que regula el transporte de Na+/H+ 
 YLL028W TPO1  Transportador de poliaminas que reconoce 
espermina, putrescina y espermidina.  
 YIL134W FLX1 Participa en el transporte de FAD en la membrana 
mitocondrial. 
 YLR047C FRE8  Similar a la férrico reductasa transmembranal, 
que puede estar implicada en el transporte de 
Tabla 9. Genes cuya deleción suprime el fenotipo de PI3K, agrupados según las anotaciones de 
ontología génica proporcionadas por la base de datos SGD. Cuando la asociación fue 
estadísticamente significativa se indica entre paréntesis el p-value y la categoría para la que se 
obtuvo dicha asociación según la herramienta bioinformática Genecodis. 
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electrones en la membrana plasmática. 
Otros YLL030C RRT7  La deleción del ORF YLL030C coincide 
parcialmente con la región promotora del ORF 
YLL031C, lo que indica que probablemente se 
haya producido la deleción de esta zona. YLL030C 
codifica el gen GPI13, una fosforiltransferasa 
localizada en la membrana del ER que añade 
residuos de fosfatidiletanolamina a la manosa del 
glicofosfatidilinositol (GPI). 
 YOR265W RBL2  Implicada en morfogénesis de microtúbulos. 
 YIL049W DFG10  Posible poliprenol reductasa  
 YMR035W IMP2 Subunidad catalítica del complejo peptidasa de la 
membrana interna mitocondrial. 
 YJR055W HIT1  Proteína necesaria para el crecimiento a elevadas 
temperaturas 
 YMR186W HSC82 Chaperona citoplásmica de la familia Hsp90, se 
induce en condiciones de estrés térmico y facilita 
la activación de la MAPK de la ruta CWI Slt2 
 YDL090C RAM1 Subunidad beta de la CAAX farnesil transferasa. 
Desconocidas YDL073W  Proteína de función desconocida. 
 YJR056C  Proteína de function desconocida. Interacciona 
con Boi2 y con Bcp1. 
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Grupo ORF Nombre 
del gen 
Descripción 
Traducción 
proteica 
(Proceso 
biológico, 
p=3,2·e
-6
)  
YEL054C RPL12A Proteína de la subunidad 60S del ribosoma. 
 YER074W RPS24A  Proteína de la subunidad 40S del ribosoma. 
 YDR418W RPL12B Proteína de la subunidad 60S del ribosoma. 
 YHR010W RPL27A  Proteína de la subunidad 60S del ribosoma. 
 YBR061C TRM7 2'-O-ribosa metil-transferasa 
 YDR024W FYV1 La deleción del ORF YDR024W coincide 
parcialmente con la región promotora del ORF 
YDR025W, lo que indica que probablemente se 
haya producido la deleción de esta zona. El ORF 
YDR025W es el gen RPS11A, que codifica para una 
proteína de la subunidad 40S. 
 YML024W RPS17A  Proteína de la subunidad 40S del ribosoma. 
Aparato de Golgi 
(Componente 
celular, p=0,04) 
YEL042W GDA1 Guanosín-difosfatasa localizada en el aparato de 
Golgi implicada en el transporte de GDP-manosa 
en el lumen de este orgánulo. 
 YDR245W MNN10 Subunidad del complejo manosiltransferasa del 
aparato de Golgi 
 YJL204C RCY1 Proteína F-box relacionada con el reciclaje de 
proteínas internalizadas mediante endocitosis. 
Efectora de las Rab GTPasas Ypt31/32 y localizada 
en sitios de crecimiento polarizado. 
 YKR027W BCH2 Miembro de la familia de proteínas ChAPs; forma 
el complejo exómero junto Chs5p, para regular el 
transporte de cargos desde el aparato de Golgi a la 
membrana plasmática. 
Metabolismo YBR116C  El ORF YBR116C coincide parcialmente con el ORF 
YBR117C, que codifica le gen TKL2, transquetolasa 
2, la cual participa en la vía de las pentosas fosfato  
 YGL237C  HAP2  Subunidad del complejo Hap2p/3p/4p/5p, 
activado por el grupo hemo y reprimido por 
glucosa. 
 YPL262W FUM1  Fumarasa, convierte fumárico a ácido málico.  
RNA y regulación 
de la 
transcripción 
YHR189W PTH1 Peptidil tRNA hidrolasa localizada en la 
mitocondria. 
 YDR392W SPT3 Subunidad del complejo regulatorio de la 
transcripción SAGA.  
 YGL214W  El ORF YGL214W coincide parcialmente con el ORF 
YGL213C, que codifica el gen SKI8, un componente 
Tabla 10. Genes cuya deleción potencia el fenotipo de PI3K, agrupados según las anotaciones 
de ontología génica proporcionadas por la base de datos SGD. Cuando la asociación fue 
estadísticamente significativa se indica entre paréntesis el p-value y la categoría para la que se 
obtuvo dicha asociación según la herramienta bioinformática Genecodis. 
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del complejo Ski que media degradación del RNA 
por el exosoma. 
Otros YLR091W GEP5 Proteína mitocondrial requerida para la síntesis de 
fosfatidil etanolamina; posible papel en 
fosforilación oxidativa. Interacciona genéticamente 
con prohibitina 1.  
 YOR014W RTS1 Subunidad regulatoria de la proteín fosfatasa 2A 
(PP2A) 
 YKR001C VPS1  Proteína con similitud a dinamina 
 YCR066W RAD18 E3 ubiquitín ligasa, forma un heterodímero con 
Rad6p para monoubiquitinar a la proteína PCNA-
K164.  
 YGL217C  El ORF YGL217C coincide parcialmente con el ORF 
YGL216W, que codifica el gen KIP3, quinesina que 
participa en el posicionamiento del huso mitótico.  
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Detección de extractos de origen microbiano con actividad 
inhibidora sobre PI3K en un bioensayo en levadura 
La subunidad catalítica de PI3K, p110α, es una diana terapéutica de gran relevancia por 
su importante papel en la aparición y el desarrollo de tumores en humanos, entre otras 
patologías. Durante los últimos años se ha producido un gran avance en el 
descubrimiento de nuevas moléculas activas que bloquean la ruta de señalización en la 
que participa esta proteína a distintos niveles, muchas de las cuales están mostrando 
resultados prometedores en ensayos clínicos. Sin embargo, la necesidad de optimización 
de la terapia hace que la búsqueda de nuevas moléculas con actividad sobre esta ruta 
sea aún de gran importancia. En este trabajo se ha puesto de manifiesto la validez de un 
sistema de levadura humanizada, mediante la expresión heteróloga de p110α, como 
herramienta de gran utilidad en la investigación aplicada a la caracterización de esta 
diana y a la identificación de compuestos con potencial actividad antitumoral.  
La levadura S. cerevisiae es un organismo modelo válido para la identificación de 
moléculas con actividad biológica, bien sobre una diana que se encuentre conservada en 
organismos eucariotas superiores o que se haya expresado de manera heteróloga, en el 
caso de las levaduras humanizadas. De hecho se han desarrollado numerosos 
bioensayos en levadura con los que se han llevado a cabo importantes hallazgos de 
compuestos activos. Entre otros muchos ejemplos, cabe citar el trabajo reciente de 
Resende et al. (2013) en el que descubrieron el efecto estrogénico de diversos 
flavonoides; el de Nakaya et al. (2012), que pusieron de manifiesto el efecto 
antienvejecimiento del compuesto natural beauveriólido I;  el de Lopez et al. (2012), que 
aislaron varias moléculas que evitan la agregación del péptido β-amiloide; o el de Tardiff 
et al. (2013) en el que hallaron un compuesto que anulaba la toxicidad ejercida por la α-
sinucleína. 
Existen trabajos de otros grupos que también han empleado nuestro sistema de 
levadura humanizada con PI3K con diversas aplicaciones. Zunder et al. (2008) lo 
utilizaron para la evaluación del comportamiento de versiones mutantes de p110α con 
potencial resistencia o sensibilidad a una batería de compuestos inhibidores de la 
actividad de esta proteína. Couplan et al. (2009) pusieron de manifiesto la actividad 
inhibidora de los ácidos grasos poliinsaturados sobre p110α; Saijo et al. (2012) llevaron a 
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cabo un rastreo con una colección de compuestos químicos en el que descubrieron una 
actividad inhibidora sobre p110α en un compuesto con utilidad clínica en el tratamiento 
de linfomas, por ser adicionalmente un inhibidor de las desacetilasas de histonas. 
Uno de los objetivos de este trabajo era optimizar el bioensayo de PI3K en levadura para 
la realización de rastreos in vivo para identificar compuestos inhibidores. La puesta a 
punto ha implicado varias etapas en las que se han mejorado diversos aspectos, tales 
como la selección de la versión más adecuada de p110α sobre la que llevar a cabo el 
bioensayo, la modalidad sobre la que realizarlo y el desarrollo de estrategias para 
incrementar la permeabilidad al paso de compuestos o para aumentar su concentración 
intracelular en S. cerevisiae. Hemos determinado que resulta ventajoso escoger una 
versión de p110α que cause una drástica inhibición del crecimiento de la levadura, en 
lugar de aquellas que causan un efecto inhibitorio parcial, con objeto de facilitar la 
detección del efecto de rescate que ejercen los inhibidores. Para la apreciación de un 
efecto inhibidor sobre el efecto de Akt en levadura, el cual puede ser indirecto a través 
del bloqueo de p110α silvestre o directo a través de la inhibición de Akt, ha sido 
necesario recurrir al mutante vip1Δ (Rodríguez-Escudero et al., resultados no 
publicados), el cual carece de una quinasa no esencial implicada en la síntesis de inositol 
fosfatos, en el que se incrementa la toxicidad causada por Akt. No obstante, la 
aplicación de este sistema para la detección de compuestos inhibidores podría llevarnos 
a seleccionar erróneamente compuestos que compensasen de alguna manera el efecto 
de la mutación vip1Δ.  
La adaptación del bioensayo de PI3K para su desarrollo sistemático a gran escala ha 
demostrado que es más apropiado realizarlo en medio líquido que en medio sólido, ya 
que el primero se puede llevar a cabo en placas multipocillo, permitiendo abarcar un 
amplio rango de concentraciones de los compuestos a ensayar y determinar 
cuantitativamente, a través de la medida indirecta del crecimiento por 
espectrofotometría, qué concentraciones de inhibidor resultan tóxicas y cuáles efectivas 
para el rescate. Además requiere cantidades muy inferiores de compuesto a las que se 
emplean en el ensayo de halo reverso en medio sólido.  
La presencia de una serie de bombas de eflujo en la membrana plasmática que expulsan 
los compuestos del medio intracelular dificulta la realización de ensayos farmacológicos 
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en la levadura, motivo por el cual se ha generalizado en este campo el empleo de cepas 
delecionadas en genes que codifican una o varias de estas bombas (Arnoldo et al., 2008; 
Su et al., 2010). En nuestro caso, la realización de los ensayos en el mutante snq2Δ y la 
presencia de bajas concentraciones del detergente SDS (0,003%) han favorecido el 
incremento de concentraciones intracelulares de los compuestos evaluados, 
potenciando notablemente la recuperación de crecimiento obtenida con inhibidores 
conocidos de PI3K. El incremento en la sensibilidad del sistema que hemos encontrado a 
través de la combinación de ambas estrategias, especialmente con los compuestos 
LY294002, 15e y PI-103, ha determinado que fueran estas las condiciones establecidas 
para la realización del bioensayo a gran escala.  
La puesta a punto del bioensayo realizada con los inhibidores comerciales de PI3K nos 
ha permitido además establecer que las 1,4-morfolino-2-fenilquinazolinas, PI-103 y 15e 
(Hayakawa et al., 2006a), han sido los inhibidores más potentes en nuestro sistema, 
superando al LY294002 tal como se había descrito previamente en líneas celulares y 
ensayos in vitro (Vlahos et al., 1994; Fan et al., 2006; Marone et al., 2008). Pese a que el 
ZSTK474 (Yaguchi et al., 2006) y el GDC0941 (Folkes et al., 2008) están siendo 
actualmente evaluados en ensayos clínicos, su actividad en este bioensayo ha sido 
inferior en comparación con los anteriormente citados, posiblemente porque la 
permeabilidad al paso de estos compuestos, de mayor peso molecular, se encuentra 
reducida en células de levadura. La recuperación de crecimiento obtenida con los 
inhibidores comerciales de Akt ha sido notablemente inferior a la alcanzada con los 
inhibidores de PI3K; esto puede deberse a que estos compuestos estén inhibiendo 
inespecíficamente también la actividad de otras AGC quinasas de la célula de levadura 
(Lindsley et al., 2007) que desempeñan importantes funciones, como por ejemplo Pkc1, 
Tor2 o Ypk1/2, entre otras (Jacinto y Lorberg, 2008).  
El bioensayo optimizado se ha empleado de forma sistemática para detección de 
extractos de origen microbiano con actividad inhibitoria sobre p110α, en colaboración 
con la Fundación MEDINA. En una validación inicial a escala piloto ha presentado 
suficiente reproducibilidad y robustez, como lo han demostrado los parámetros 
estadísticos que miden la calidad de los rastreos a gran escala. Por otro lado, el 
porcentaje final de positivos obtenidos (0,6%) se encuentra dentro del rango de 
normalidad de acuerdo con los que se suelen obtener cuando se rastrean colecciones de 
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productos naturales en ensayos dirigidos sobre diana (Young et al., 2006; Ruocco et al., 
2007; Parish et al., 2009). Esto pone de manifiesto la validez del sistema para ser 
empleado en la búsqueda de compuestos con actividad frente a p110α así como de los 
hallazgos realizados en este ensayo piloto. 
En definitiva, consideramos que el bioensayo desarrollado en este trabajo presenta 
diversas ventajas respecto a otras opciones disponibles para la búsqueda y análisis de 
inhibidores de PI3K. Principalmente, es económico, rápido y sencillo en su manejo, ya 
que la detección de la inhibición de p110α a través de la medida espectrofotométrica 
del crecimiento es fácilmente cuantificable, en comparación con la mayor complejidad 
que requieren tanto en su realización como en su interpretación los ensayos realizados 
en líneas celulares. Entre estos cabe mencionar el rastreo de tipo High-content basado 
en la redistribución de Akt-GFP a la membrana plasmática en líneas celulares tumorales 
(Wolff et al., 2006), el cual requiere de complejos sistemas de análisis digital de imagen 
a gran escala para la medida e interpretación de los resultados. Nuestro sistema 
también resulta ventajoso en comparación con los ensayos in vitro, dado que solo 
requiere de un inóculo de levadura cultivada en un medio fácil de preparar y muy barato 
en placas de 96 pocillos en las que se disponen los extractos a rastrear. Los ensayos 
enzimáticos, por el contrario, enfrentan la diana purificada al compuesto inhibidor y 
están basados en la determinación del consumo de ATP bien a través de métodos 
radioactivos (Fuchikami et al., 2002), luminométricos (Boldyreff et al., 2008) o de 
desactivación de fluorescencia (Stankewicz y Rininsland, 2006). Para ello se emplean 
costosos reactivos, lo cual encarece el ensayo.  
Dado que la detección de actividad está basada en la determinación del crecimiento, las 
moléculas son evaluadas en un contexto celular vivo, a diferencia de lo que ocurre en un 
ensayo in vitro. Además, aquellas que presentan toxicidad intrínseca para la célula 
eucariótica o son químicamente inestables no son seleccionadas, dado que no permiten 
la recuperación del crecimiento (Melese y Hieter, 2002). Puesto que el defecto en 
crecimiento de la levadura se debe de manera específica a la sobreexpresión de p110α, 
este bioensayo permite detectar inhibidores directos y selectivos para esta diana, lo cual 
no es posible en otros tipos de ensayos, como por ejemplo los realizados sobre líneas 
tumorales en los que el efecto inhibidor sobre PI3K puede deberse a un antagonismo 
sobre cualquiera de los elementos de la ruta oncogénica (Link et al., 2009). Esto implica 
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que nuestro sistema podría ser útil para precisar si la actividad de una determinada 
molécula candidata a bloquear esta ruta obtenida por cualquier otro sistema de rastreo, 
se debe a una acción directa sobre p110α o no, aportando por tanto datos acerca de su 
mecanismo de acción.  
Por otro lado, también presenta limitaciones. No podemos descartar que la aplicación 
de nuestro sistema para la búsqueda de inhibidores de PI3K seleccione algunos 
compuestos falsos positivos, como por ejemplo aquellos que incidan sobre el 
mecanismo de anclaje y localización de p110α en la membrana plasmática. Aun así, esto 
sería improbable, porque el mecanismo de anclaje por prenilación C-terminal que se 
utiliza para esta proteína heteróloga es común al que opera en otras proteínas de 
levadura que se localizan en membranas celulares, como las pertenecientes a la 
superfamilia Ras de GTPasas pequeñas que ejercen funciones tan diversas como la 
proliferación celular, la secreción de proteínas o la respuesta al estrés. Estas funciones 
esenciales se verían también comprometidas por compuestos que afectaran a dicho 
mecanismo, lo que impediría que se apreciase un efecto de recuperación del 
crecimiento (Manandhar et al., 2010). Podría ser posible también, que algunos de los 
compuestos seleccionados como positivos actuaran sobre los procesos que 
desencadena p110α en levadura para llevar a cabo su toxicidad y no directamente sobre 
la actividad enzimática PI3K. Hemos puesto de manifiesto que existen determinados 
mutantes en los que el efecto inhibitorio de la versión Myr-p110α se anula, por lo que 
cabe pensar que alguno de los compuestos aislados en nuestro sistema pudiese actuar 
bloqueando la actividad de proteínas de levadura relacionadas con la toxicidad que 
ejerce PI3K, mimetizando así el efecto de dichos mutantes. Sin embargo, dado que el 
efecto tóxico de p110α-CAAX es muy es drástico, sería difícil encontrar mutantes en los 
que éste se anulase y, por ello, es poco probable que se seleccionen este tipo de 
compuestos falsos positivos mediante el sistema de rastreo utilizado. 
A diferencia de la mayoría de los rastreos realizados hasta el momento para la búsqueda 
de inhibidores de PI3K que se han basado principalmente en el uso de colecciones 
químicas, hemos recurrido a una colección de extractos de origen microbiano 
(actinomicetos y hongos), precisamente por tratarse de una fuente de diversidad 
química donde pueden hallarse nuevos compuestos y nuevas estructuras (Capon, 2012; 
Wolfender y Queiroz, 2012; Craney et al., 2013). Los extractos microbianos ensayados 
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son mezclas complejas de compuestos químicos, por lo que es posible que el efecto 
sobre p110α-CAAX se deba a la acción sinérgica o adyuvante de varias moléculas 
presentes en el extracto, que potencien o faciliten de alguna forma la inhibición de 
p110α en levadura. El fraccionamiento de los extractos con actividad y su posterior 
evaluación en nuestro sistema, trabajo que estamos llevando a cabo en la actualidad en 
colaboración con la Fundación MEDINA, nos indicarán si el efecto se debe a un 
compuesto puro o a la combinación de varios. Asimismo se están realizando con dichos 
extractos y sus fracciones tanto ensayos de actividad enzimática in vitro sobre p110α 
purificada como de proliferación en líneas celulares tumorales (N. de Pedro y F. Vicente, 
comunicación personal). Esto nos permitirá confirmar la especificidad de los extractos 
en la inhibición de esta proteína y verificar su posible actividad antitumoral en un 
contexto experimental más cercano al de su posible aplicación terapéutica, así como 
aislar la molécula responsable de la actividad inhibitoria. 
En resumen, nuestro bioensayo supone una alternativa robusta, económica y sencilla 
para realizar un cribado primario a gran escala para la búsqueda de compuestos con 
actividad inhibitoria sobre p110α y que carezcan de toxicidad intrínseca, de forma previa 
a su validación en otros sistemas más complejos o de mayor coste tanto in vitro como in 
vivo. 
Estudio funcional de los dominios C2 y RBD de PI3K (p110α) 
en el sistema de levadura humanizada  
Nuestro equipo de investigación ha explotado previamente este sistema de levadura 
humanizada para realizar tanto análisis estructurales y funcionales del supresor de 
tumores PTEN, como estudios de la penetrancia de mutaciones de PTEN halladas en 
clínica (Andres-Pons et al., 2007; Rodriguez-Escudero et al., 2011b), dado que la 
expresión de esta proteína en su versión silvestre elimina la toxicidad causada por la 
actividad PI3K en la levadura.  
Los resultados aportados por estos trabajos, junto con los aquí presentados, refuerzan la 
idea de que el sistema de expresión heteróloga de PI3K en levadura puede ser empleado 
tanto para llevar a cabo estudios farmacológicos como genéticos. Esto es posible porque 
este sistema es sensible a la actividad que presenta esta proteína en levadura. Ésta no 
solo puede evaluarse a través de la inhibición del crecimiento, sino que también se 
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corresponde con la fosforilación y reclutamiento a la membrana plasmática de su diana 
Akt y con la aparición de diversos fenotipos en levadura que hemos caracterizado en 
profundidad en este trabajo, como la activación de la ruta CWI y la presencia de la 
proteín quinasa Pkc1 en compartimentos citoplásmicos.  
Es bien conocida la importancia que tiene la localización de PI3K en la membrana 
plasmática para la activación de las diferentes vías de señalización que regula en las 
células de mamífero. De hecho, la influencia reguladora sobre la actividad por parte 
tanto de la subunidad regulatoria p85 como de la GTPasa Ras están basadas en el 
reclutamiento de la subunidad catalítica a la membrana plasmática, que es donde está 
su sustrato. Hu et al. (1995) desarrollaron una versión constitutivamente activa de la 
subunidad catalítica p110 que mimetizaba la regulación positiva que ejerce la subunidad 
regulatoria p85 sobre ella y era capaz de desencadenar la señalización intracelular 
correspondiente en células de mamífero. Posteriormente este mismo grupo (Klippel et 
al., 1996) desarrolló otras versiones constitutivamente activas mediante la introducción 
de señales de farnesilación C-terminal o de miristoilación N-terminal, que unen 
covalentemente proteínas a lípidos de membranas, y demostró que el reclutamiento a la 
membrana plasmática de p110 da lugar a la máxima actividad de la proteína y a la 
activación de la señalización intracelular de forma independiente de la estimulación por 
señales extracelulares. Como hemos visto en este trabajo, la localización de esta 
proteína en la membrana plasmática de la levadura es también esencial. Al igual que 
p110α-CAAX, la introducción de una señal de N-miristoilación en p110α (Myr-p110α) 
causa un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la levadura, aunque no tan agresivo 
en este caso. Esto ha resultado muy útil para la búsqueda de interacciones genéticas 
dado que nos ha permitido detectar genes de levadura en cuya ausencia se suprime o se 
agrava el fenotipo de inhibición del crecimiento. Sin embargo, en nuestro sistema, el 
efecto regulador positivo que lleva a cabo Ras sobre p110α en las células de mamífero 
no se reproduce, lo que parece indicar que la actividad de esta proteína es 
independiente de su interacción con las homólogas en levadura Ras1 y Ras2. El hecho de 
que se haya descrito que la mutación K227E en p110α, que anula la interacción con Ras 
en las células de mamífero, no es esencial para la actividad catalítica basal in vitro de la 
subunidad catalítica (Rodriguez-Viciana et al., 1996; Gupta et al., 2007), explicaría que el 
efecto sobre la levadura de esta versión mutante no se vea comprometido. Además, se 
ha demostrado que la ganancia de función que ejercen en líneas celulares las versiones 
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de p110α que contienen extensiones aminoacídicas introducidas artificialmente en el 
extremo N-terminal requiere de la interacción con Ras (Sun et al., 2011). Dado que en 
nuestro modelo la interacción con las proteínas Ras es prescindible para la actividad de 
p110α, es lógico que dichas versiones no reproduzcan tampoco este efecto en levadura.  
Además del control sobre la localización de la subunidad catalítica llevado a cabo por 
Ras y la subunidad regulatoria p85 en células de mamífero, p110α cuenta con un 
dominio estructural C2. Estos dominios de forma general están implicados con la 
interacción con los fosfolípidos  aniónicos de la membrana. Sin embargo, el dominio C2 
de p110α presenta un importante papel funcional, no solo en el reclutamiento de la 
proteína a la membrana plasmática, sino en la regulación del efecto inhibitorio que 
ejerce la subunidad regulatoria p85, encontrándose la interacción con dicha subunidad 
alterada en determinados tumores (Wu et al., 2009). En nuestro sistema de levadura 
este dominio ha demostrado ser responsable en parte del efecto inhibitorio del 
crecimiento que ejerce la versión silvestre p110α en co-expresión con Akt o el mutante 
oncogénico p110αH1047R, lo que demuestra que, en ausencia de otras señales que ejerzan 
la orientación de esta proteína hacia la membrana plasmática, este dominio participa en 
la interacción con esta estructura celular en la levadura. Por lo tanto, en este modelo, 
p110α ejerce su actividad gracias a la proximidad a su sustrato en la membrana 
plasmática al igual que ocurre de forma natural en las células de mamífero. En ausencia 
de las diversas señales regulatorias presentes en eucariotas superiores, nuestro sistema 
permite un análisis directo de la interacción de p110α con las membranas celulares. 
Además, nuestro equipo ha desarrollado versiones oncogénicas de la subunidad 
regulatoria p85 dirigidas a membrana mediante C-prenilación que, expresadas en 
levadura, son capaces de reclutar a la subunidad catalítica silvestre p110α a la 
membrana plasmática, dando lugar a la inhibición del crecimiento (M. D. Oliver, T. 
Fernández-Acero, M. Molina, V. J. Cid y R. Pulido, datos no publicados). Esto indica que 
el sistema permite también el estudio de la interacción de p110α con la subunidad 
regulatoria.  
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Repercusión de la eliminación de PtdIns-4,5P2 en el tráfico 
vesicular 
Este sistema no solo es válido para la realización de estudios genéticos y de bioensayos 
en busca de compuestos activos frente a p110α, sino que además, debido a la actividad 
que las diferentes versiones de p110α reproducen cuando se expresan en levadura, 
nuestro modelo supone una herramienta idónea para el estudio de la relevancia 
funcional del PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática. Su uso en este trabajo nos ha 
permitido reforzar las evidencias ya establecidas sobre la función que desempeña esta 
molécula en la célula de levadura, así como desvelar nuevas conexiones y regulaciones 
relacionadas con este fosfoinosítido. 
Los efectos fenotípicos asociados a la expresión de p110α-CAAX en la célula de levadura 
se correlacionan con una pérdida del PtdIns-4,5P2 de la membrana plasmática 
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). La importancia de esta molécula para la célula de 
levadura es conocida. Como se ha mencionado, las enzimas que participan en su 
síntesis, Stt4 y Mss4, son esenciales (Yoshida et al., 1994a; Yoshida et al., 1994b). La falta 
de PtdIns-4,5P2 en nuestro sistema produce una pérdida de viabilidad celular, al igual 
que sucede cuando se inactivan dichas enzimas (Desrivieres et al., 1998). En cualquier 
caso, no podemos descartar que la producción in situ de PtdIns-3,4,5P3 pueda de alguna 
manera contribuir a los efectos descritos en este trabajo. Aunque este fosfoinosítido no 
parece existir de manera natural en la levadura, su presencia podría ser identificada de 
forma errónea por proteínas y complejos proteicos que reconocen otros fosfoinosítidos 
presentes en la célula, de forma que las funciones desempeñadas por éstos podrían 
verse alteradas. 
En este trabajo hemos visto cómo en ausencia de PtdIns-4,5P2 tiene lugar un defecto en 
la internalización endocítica en la célula de levadura, que causa la retención de la 
proteína Snc1 en la membrana plasmática. El bloqueo de la endocitosis no se produce 
de forma absoluta dado que el fluorocromo FM4-64 no queda retenido en la membrana 
plasmática, pero su acumulación en endosomas indica un defecto en el tráfico 
endocítico en estas condiciones. Muchos componentes de la maquinaria endocítica 
contienen dominios de interacción con PtdIns-4,5P2 y cuando su interacción con él se ve 
comprometida se produce un defecto en el proceso endocítico (Aguilar et al., 2003; Sun 
Discusión 
 
 
182 
 
et al., 2005), lo cual explicaría que la carencia de PtdIns-4,5P2 por expresión de p110α-
CAAX produzca dichas alteraciones. 
Además la expresión de p110α-CAAX ocasiona la aparición de vacuolas con aspecto 
aberrante. Está descrito que las alteraciones a nivel del tráfico derivado de endosomas 
tempranos y tardíos y del TGN puede ocasionar la aparición de vacuolas fragmentadas y 
disgregadas de aspecto aberrante, llamadas de clase B (Conibear et al., 2000; Bowers y 
Stevens, 2005), que va acompañada de defectos en la localización y estabilidad de 
proteínas del TGN así como en el reciclaje de la SNARE Snc1. La acumulación en vesículas 
citoplásmicas de Snc1 es, por otro lado, un reflejo del tráfico defectivo a través del 
aparato de Golgi (Lewis et al., 2000). Por ello nos inclinamos a pensar que las 
alteraciones en la morfología vacuolar que se producen en ausencia de PtdIns-4,5P2 
están relacionadas con la fragmentación en el TGN y con el incremento en el tamaño de 
las vesículas de Snc1, y que todo ello sea la consecuencia de una disfunción en el tráfico 
intracelular.  
Sin embargo, este fenotipo también podría producirse, no como consecuencia de un 
efecto de PI3K sobre el tráfico, sino por una posible influencia directa de la falta de 
PtdIns-4,5P2 sobre la función vacuolar. Existen evidencias a través de trabajos realizados 
con mutantes en genes relacionados con la síntesis y metabolismo de PtdIns-4,5P2 
(Seeley et al., 2002) que relacionan al PtdIns-4,5P2 con la morfología vacuolar, por su 
participación en el proceso de fusión vacuolar (Mayer et al., 2000) y en la regulación del 
citoesqueleto de actina (Rozelle et al., 2000; Eitzen et al., 2002).  
Es difícil explicar cómo una molécula que se sintetiza en la membrana plasmática y 
ejerce sus funciones a este nivel pueda ser requerida para el correcto funcionamiento 
del tráfico intracelular de membranas. Es posible que esta molécula actúe como 
regulador de alguna de las GTPasas Arf y Rab que controlan el tráfico intracelular a estos 
niveles, tal como demostraron Randazzo y Kahn (1994) para la proteína de mamíferos 
ARF1. En levadura se ha descrito que mutantes que presentan una pérdida en la 
regulación de las GTPasas Arf a nivel del Golgi presentan fragmentación del TGN 
asociada a defectos en la endocitosis del colorante FM4-64 y en el reciclaje de Snc1 
(Poon et al., 2001; Robinson et al., 2006; Benjamin et al., 2011). Pero también puede ser 
que el PtdIns-4,5P2 desempeñe una función en orgánulos intracelulares. Ha et al. (2003) 
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demostraron utilizando un mutante carente de la fosfoinosítido 5-fosfatasa Sjl3/Inp53, 
el cual presenta niveles elevados de PtdIns-4,5P2, que esta proteína regula el tráfico 
entre el TGN y compartimentos de la vía endocítica degradativa. Dado que Sjl3/Inp53 
participa en la escisión de las vesículas endocíticas de la membrana plasmática mediante 
la eliminación de PtdIns-4,5P2 (Stefan et al., 2005), los autores hipotetizan que esta 
proteína podría también participar en la escisión de vesículas secretadas desde el TGN a 
través del mismo mecanismo, lo cual produciría defectos en el tráfico intracelular. 
Por otro lado podría ser que la desaparición de este fosfoinosítido alterase el equilibrio 
en los niveles de otras especies fosfoinositídicas cuya influencia en el tráfico intracelular 
ya ha sido descrita (Shewan et al., 2011), como por ejemplo del PtdIns-4P y PtdIns-3P, 
lípidos característicos del TGN y de la ruta endocítica, respectivamente. Otra explicación 
para este fenómeno consistiría en que el bloqueo en el proceso endocítico que 
desencadena la falta de PtdIns-4,5P2 repercuta en la acumulación de cargos en el TGN 
que deberían ser degradados. De acuerdo con nuestros resultados, todas estas opciones 
podrían tener lugar en nuestra situación experimental.  
La falta de PtdIns-4,5P2 desencadena una activación 
persistente de la ruta CWI  
En este trabajo también hemos demostrado que el PtdIns-4,5P2  participa en la 
señalización celular en la célula de S. cerevisiae ya que su eliminación por expresión de 
p110α-CAAX desencadena la activación permanente de la ruta CWI. Existían evidencias 
previas que implicaban a esta especie lipídica en la señalización a través de esta ruta. Se 
ha descrito que la inactivación de la fosfatidilinositol 5-fosfatasa Inp51 ocasiona un 
incremento en los niveles de PtdIns-4,5P2 (Stolz et al., 1998b). La deleción de INP51 
suprime los fenotipos de sensibilidad a temperatura que presentan los mutantes wsc1Δ 
y rom2Δ, lo cual según los autores se debe a un efecto negativo ejercido por esta 
fosfatasa, y, por tanto, por la falta de PtdIns-4,5P2, sobre la ruta CWI (Morales-
Johansson et al., 2004). En este mismo sentido, el trabajo de Audhya y Emr (2002) reveló 
que, frente a un estímulo térmico, el PtdIns-4,5P2 es esencial para la fosforilación de la 
MAPK de la ruta Slt2. Sin embargo, nuestros experimentos demuestran que la 
eliminación de PtdIns-4,5P2 causa una activación de la ruta CWI y desencadena en la 
célula una reprogramación del perfil transcripcional acorde. Estas diferencias se deben 
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probablemente a que en el trabajo desarrollado por Audhya y Emr (2002) se emplean 
temperaturas elevadas, que estimulan la ruta CWI, para limitar la estabilidad de la 
versión termosensible de la quinasa Mss4. Este contexto experimental difiere, por tanto, 
del nuestro, pues estudia la regulación de la ruta CWI por PtdIns-4,5P2 en unas 
condiciones en las que la homeostasis de la pared celular y de la membrana plasmática 
ya se encuentra de base alterada por efecto de la temperatura. Nuestro sistema se 
presenta como una alternativa para el estudio de la implicación de este fosfoinosítido en 
la transducción de señales a través de la ruta CWI en condiciones de temperatura 
óptimas para la célula. Pese a ello no debemos olvidar que para inducir la expresión de 
p110α-CAAX empleamos galactosa y ausencia de glucosa, lo cual podría afectar también 
en cierta medida a la pared celular. Sin embargo, el hecho de que no exista activación de 
la ruta cuando se expresa el mutante catalíticamente inactivo o cuando se realiza un 
tratamiento con el inhibidor 15e de PI3K en dichas condiciones, indica que la activación 
de dicha ruta que observamos en nuestro modelo es consecuencia únicamente de la 
actividad catalítica de p110α-CAAX. 
A pesar de que la hiperactivación sostenida de la ruta CWI produce la inhibición del 
crecimiento de la levadura en numerosas circunstancias (Mattison et al., 1999), en 
nuestro caso no parece ser esta la causa, dado que la falta de la MAPKKK Bck1 o de Slt2 
no suprimen dicho efecto inhibidor. De hecho, lo que sugieren nuestros datos es que la 
activación de la ruta CWI es un mecanismo mediante el cual la célula afronta la 
eliminación de este lípido esencial para la levadura. En estas condiciones, los elementos 
implicados en la transmisión de la señal a través de esta ruta son el receptor Wsc1, la 
GEF Rom2, la GTPasa Rho1 y la proteín quinasa Pkc1. Estos elementos constituyen un 
módulo inicial que puede señalizar a través de dos vías distintas: una, modulando la 
activación del módulo de MAPK CWI (Lee et al., 1992; Kamada et al., 1996), y otra, 
regulando la polaridad del citoesqueleto de actina (Delley et al., 1999). Se ha descrito 
que el dominio PH de la GEF Rom2 es importante para la activación de Rho1 (Schmidt et 
al., 1997; Bickle et al., 1998) y que esta proteína se localiza en los sitios de crecimiento 
polarizado a través de la interacción con el PtdIns-4,5P2 producido por Mss4 (Audhya et 
al., 2002). Lorberg et al. (2001) encontraron un incremento en la fosforilación de Slt2 en 
un mutante carente del dominio PH de Rom2, y atribuyeron este resultado 
contradictorio a factores de variabilidad dependientes de la cepa y a que este mutante 
presentase una pared celular debilitada como consecuencia de una actividad reducida 
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de Pkc1. Sin embargo, en nuestro caso hemos visto cómo Rom2 participa en la 
transmisión de la señal a través de la ruta CWI en condiciones de ausencia de PtdIns-
4,5P2. La actividad de Rom2 está regulada además de por este segundo mensajero, por 
otras dos proteínas, Wsc1 y Tor2 (Schmidt et al., 1997; Philip et al., 2001), por lo que es 
muy posible, que en ausencia de PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática, Rom2 
continúe interaccionando con Wsc1, en lugares diferentes de los sitios de crecimiento 
polarizado, y sea capaz de transmitir la señal de activación a Rho1. 
El hecho de que la falta de WSC1 y de ROM2 alivie la inhibición de crecimiento debida a 
la eliminación de PtdIns-4,5P2 causada por Myr-p110α en levadura, pone de manifiesto 
que son parcialmente responsables de este efecto. Se ha descrito que la exposición de 
las células a un estrés térmico es percibido por el módulo constituido por Wsc1, Rom2, 
Rho1 y Pkc1, el cual provoca por un lado una despolarización transitoria del 
citoesqueleto de actina, posiblemente a través de efectores que regulan el citoesqueleto 
de actina, y por otro una activación transitoria de la ruta CWI, que tiene por objeto la 
repolarización del crecimiento (Delley et al., 1999). Por analogía, podemos pensar que la 
pérdida de PtdIns-4,5P2 producida por expresión de p110α-CAAX actuaría como un 
estrés para la célula, que sería percibido por el módulo constituido por Wsc1, Rom2, 
Rho1 y Pkc1. En los mutantes wsc1Δ o rom2Δ la célula no es capaz de percibir la falta de 
PtdIns-4,5P2, lo que explica el efecto de supresión de la inhibición del crecimiento 
inducida por PI3K. 
En condiciones de estrés térmico la activación del módulo de MAPK logra finalmente la 
repolarización del citoesqueleto de actina (Delley et al., 1999). Sin embargo, en el caso 
de la sobreexpresión de PI3K, aunque se produzca una activación persistente de la ruta 
CWI, no se logra repolarizar el citoesqueleto, debido a que el PtdIns-4,5P2 es necesario 
para esta estructura. La pérdida del fosfoinosítido que tiene lugar en las primeras horas 
de expresión de p110α-CAAX no es suficiente para la despolarización total del 
citoesqueleto, y ésta solo se hace evidente cuando se alcanzan niveles muy bajos de esta 
molécula. El efecto del PtdIns-4,5P2  sobre la despolarización del citoesqueleto se puede 
explicar de dos maneras. La primera de ellas es que este fosfoinosítido regula 
directamente la función del citoesqueleto de actina y la segunda, es que participa en el 
control de la polaridad a través de la interacción específica con proteínas que controlan 
este proceso. 
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La actina es una proteína que se comporta de forma dinámica, polimerizándose o 
despolimerizándose de forma dependiente de numerosos factores reguladores cuya 
actividad en muchos casos depende de la unión a este fosfoinosítido (Lassing et al., 
1985; Lassing et al., 1988; Rohatgi et al., 2000). Esta podría ser la causa de la pérdida de 
polaridad del citoesqueleto a largo plazo que se observa en nuestras condiciones. Por 
ejemplo, es posible que los factores reguladores de la polimerización de actina como la 
profilina y cofilina, entre otros, tengan su actividad comprometida por no disponer de 
PtdIns-4,5P2 al que unirse (Lassing et al., 1985; Lassing et al., 1988). Se sabe que la 
cofilina, la cual regula negativamente la polimerización de la actina, interacciona con la 
proteína CAP Srv2. Hemos visto que la ausencia de SRV2 ocasiona una fuerte supresión 
de la inhibición de crecimiento ejercida por Myr-p110α. Se ha descrito que los defectos 
en la formación de cables de actina y en la secreción polarizada debidos a mutaciones en 
la tropomiosina se suprimen precisamente mediante mutaciones en la maquinaria de 
desensamblaje de la actina, por ejemplo en el gen SRV2 (Chaudhry et al., 2013), al igual 
que en nuestro caso, o en COF1 (Okada et al., 2006). Los autores de estos estudios 
explican que los mutantes en tropomiosina contienen posiblemente cables de actina 
desorganizados y más cortos, y por ello las mutaciones en componentes implicados en el 
desensamblaje de actina suprimen estos defectos. Es muy posible que en el mutante 
srv2Δ los defectos en la polimerización de actina se vean atenuados y ello suprima la 
inhibición de crecimiento causada por PI3K.  
Por otro lado, el PtdIns-4,5P2 es en sí mismo una señal de polaridad porque confiere 
identidad la membrana plasmática y por ello está directamente relacionado con el 
mantenimiento de la asimetría en la célula, no solo en la levadura S. cerevisiae, sino 
también en eucariotas superiores (Martin-Belmonte y Mostov, 2007; Schill y Anderson, 
2009; Thapa y Anderson, 2012). Esta molécula coopera en levadura junto con las 
GTPasas pequeñas en el establecimiento de la polaridad celular. Orlando et al. (2008) 
probaron que Cdc42 y el PtdIns-4,5P2 controlan la localización polarizada de su efector 
Gic2. Asimismo, Yakir-Tamang y Gerst (2009) demostraron que el PtdIns-4,5P2 regula el 
citoesqueleto de actina y la secreción polarizada mediada por Cdc42. Las subunidades 
del exocisto Exo70 y Sec3 , que actúan de forma independiente del citoesqueleto de 
actina (Boyd et al., 2004) como referencia para la llegada del resto de los componentes 
del complejo (He et al., 2007; Zhang et al., 2008), también reconocen la membrana a 
través de su interacción con PtdIns-4,5P2. Se ha descrito que mutantes en la zona de 
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unión a fosfoinosítidos de Exo70 y Sec3 presentan defectos en el anclaje, pero no en la 
polarización, del exocisto a la membrana plasmática (Baek et al., 2010). Las anomalías 
en el anclaje de los diversos componentes del exocisto en condiciones de expresión de 
PI3K que hemos observado concuerdan con estas evidencias. Probablemente la falta de 
PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática impida igualmente el reconocimiento por parte 
de las vesículas secretoras de las zonas de la membrana plasmática donde deben 
fusionarse. 
Rho1 regula el crecimiento polarizado de la célula de levadura a través de la activación 
de la subunidad del exocisto Sec3 (Guo et al., 2001), de la glucán sintasa Fks1 (Qadota et 
al., 1996; Mazur et al., 1996) y de la formina Bni1 (Kohno et al., 1996), la cual parece 
estar regulada asimismo por Pkc1. La activación de estas proteínas transcurre en la 
membrana plasmática en los sitios de crecimiento polarizado (Yamochi et al., 1994), 
donde se precisa su actividad para el remodelado y síntesis de la pared celular de la 
levadura y la reorganización del citoesqueleto de actina. La eliminación drástica de 
PtdIns-4,5P2 altera la identidad de las membranas en las que normalmente tiene lugar la 
activación de Rho1, lo que puede afectar a la localización y activación de sus efectores. 
De hecho, ni Rho1 ni Pkc1 se localizan en sitios de crecimiento polarizado en estas 
condiciones. Muchos efectores de GTPasas Rho/Rab requieren la presencia de especies 
concretas de fosfoinosítidos en las membranas para reconocer de manera eficiente la 
forma unida a GTP de la GTPasa, formando una interacción dual con ambas moléculas: 
GTPasa activada y fosfoinosítido (Di Paolo et al., 2006). Es posible que Pkc1 pueda 
prescindir de dicha interacción dual, mientras que otros efectores de Rho1 requieran la 
presencia a nivel local de PtdIns-4,5P2 para su reclutamiento. 
De manera acorde con la estimulación de la ruta CWI, el perfil transcriptómico obtenido 
en condiciones de eliminación sostenida de PtdIns-4,5P2 presenta bastante similitud con 
el que generan diversos daños en la pared celular, que depende principalmente del 
factor de transcripción Rlm1 y se caracteriza por la inducción genes relacionados con la 
biogénesis de esta estructura. El trabajo realizado por García et al. (2004b) caracterizó la 
respuesta transcripcional que se genera en respuesta a diferentes tipos de estrés en la 
pared celular y puso de manifiesto la existencia de un grupo de 20 genes que se inducen 
en todas las condiciones evaluadas en dicho trabajo, y que conforman un patrón 
distintivo, a nivel transcripcional, de la activación de la ruta CWI. En condiciones de 
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eliminación de PtdIns-4,5P2 existen 15 de esos 20 genes (PRM5, PIR3, SLR3, YPL088W, 
MLP1, SLT2, YLR194C, KTR2, YIL023C, YPS4, YHR097C, GFA1, YLR414C, FBP26 y CWP1) 
inducidos, además de otros genes inducidos solo en algunas condiciones de daño 
transitorio (Garcia et al., 2004b), como por ejemplo CRG1, YGL157W, PRM10, NQM1, 
AFR1, YLR042C, HAL1, YGR146C, PTP2 Y PEP12. 
Existen varios argumentos que permiten explicar que en nuestra situación experimental 
tenga lugar la activación de esta ruta. Como se ha mencionado, la fosforilación de la 
MAPK Slt2 se desencadena como una respuesta de las células expresando p110α-CAAX. 
Por una parte, los defectos en la polarización del citoesqueleto, que dirige la secreción 
polarizada, así como en el anclaje de las vesículas secretoras por el exocisto, producirían 
un debilitamiento de la pared celular de S. cerevisiae que estimularía la activación de la 
ruta CWI. Adicionalmente, los defectos en la endocitosis que aparecen en estas células 
podrían contribuir negativamente a la integridad de la pared celular, teniendo en cuenta 
que este mecanismo regula en parte la presencia de proteínas en la membrana 
plasmática. De hecho, se ha descrito que la inhibición de la endocitosis de Wsc1 
ocasiona la pérdida de su localización polarizada en la membrana plasmática, defectos 
en la deposición de la pared celular y un aumento en la sensibilidad a agentes que 
actúan sobre la pared celular (Piao et al., 2007; Wilk et al., 2010). 
Los rastreos genómicos a gran escala empleando colecciones de mutantes han aportado 
importantes contribuciones al conocimiento de la fisiología de S. cerevisiae (Scherens et 
al., 2004), como por ejemplo la relación de nuevos genes con la regulación de la actina, 
de la pared celular y de la síntesis y reparación del DNA (Tong et al., 2004), de la 
longevidad celular (Fabrizio et al., 2010) y de la homeostasis del equilibrio redox (Ayer et 
al., 2012). Nuestros resultados utilizando esta estrategia indican una relación funcional 
del PtdIns-4,5P2 con la señalización a través de la ruta CWI y con el citoesqueleto de 
actina. Estos datos refuerzan las evidencias acerca de la relación de este fosfonosítido 
con dichos procesos, halladas en este trabajo mediante otras aproximaciones. Aunque 
será necesario corroborar estos resultados individualmente, este rastreo nos ha 
permitido además encontrar nuevas interacciones genéticas que aportan evidencias 
acerca de otros posibles efectores no conocidos de PtdIns-4,5P2, como por ejemplo 
genes implicados en el procesamiento de mRNA. Se ha descrito que las condiciones de 
estrés térmico, entre otras, inhiben el procesamiento del mRNA (Vogel et al., 1995; 
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Pleiss et al., 2007; Bergkessel et al., 2011) para evitar la acumulación de productos 
aberrantes que hayan sido procesados y traducidos erróneamente (Yost y Lindquist, 
1988). Quizás, en la situación de estrés que desencadena la falta de PtdIns-4,5P2, la 
ausencia de genes implicados en el procesamiento de mRNA reduzca la expresión de 
proteínas relacionadas con la toxicidad producida por Myr-p110α. Además, como se 
comentará en el siguiente apartado, también hemos encontrado una relación entre la 
falta de PtdIns-4,5P2 y mutantes en genes implicados en la traducción proteica o el 
aparato de Golgi. 
La activación de la ruta CWI en ausencia de PtdIns-4,5P2 se 
produce desde endosomas de reciclaje  
La expresión de PI3K genera un contexto celular para la activación de la ruta CWI que 
difiere en algunos aspectos con el modelo canónico de activación de esta vía en la 
membrana plasmática (Figura 53). La localización polarizada de Pkc1 está regulada a 
través de la GTPasa Rho1 y del citoesqueleto de actina (Andrews et al., 2000). En este 
trabajo hemos visto cómo el tratamiento con estímulos de la ruta CWI puede alterar la 
localización de Pkc1, ocasionando un incremento en la intensidad de la señal 
fluorescente en sitios de polaridad, en el caso del tratamiento con zimoliasa, o bien la 
pérdida de polaridad y su distribución por toda la periferia, en el caso de la exposición a 
un estímulo térmico, tal como ya había sido descrito por Andrews et al. (2000). El 
tratamiento oxidante con diamida, que también supone un estímulo para la ruta CWI, 
produce asimismo la pérdida de polaridad de Pkc1 (Vilella et al., 2005). Estos autores 
interpretan este fenómeno de manera análoga a la hipótesis propuesta por Delley et al. 
(1999), como una respuesta transitoria de la célula al estrés que causa la despolarización 
de varios de los elementos implicados en el control del crecimiento polarizado de la 
célula de S. cerevisiae, es decir, el citoesqueleto de actina, la glucán sintasa Fks1 y Rho1.  
La presencia intracelular de Pkc1 se ha descrito en el núcleo y en el huso mitótico (Denis 
et al., 2005), pero nunca antes en endosomas de reciclaje como los que se aprecian en 
nuestras condiciones experimentales. Éstos siguen una ruta regulada por las Rab 
GTPasas Ypt31 e Ypt32, al igual que otros cargos como la vSNARE Snc1 (Chen et al., 
2005). Además, hemos demostrado que el citoesqueleto de actina participa en la 
localización de Pkc1 en estos compartimentos, lo cual resulta congruente teniendo en 
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cuenta que se generan por fusión de vesículas que proceden de la endocitosis de la 
membrana plasmática. La ruta de reciclaje regulada por Ypt31 e Ypt32 implica el tránsito 
de los cargos desde los endosomas tempranos a través del TGN para ser redirigidos a la 
membrana plasmática (Figura 53). En este sentido, resulta particularmente interesante 
que en el rastreo genómico se hayan aislado como potenciadores del fenotipo ejercido 
por Myr-p110α mutaciones en genes que desempeñan una función importante en el 
tráfico vesicular intra-Golgi como, GDA1 o MNN10, o que regulan más directamente la 
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secreción polarizada desde este orgánulo, como BCH2 o RCY1. Precisamente Rcy1 es un 
efector de las GTPasas Ypt31/32 que junto a ellas regula el reciclaje de proteínas de la 
membrana plasmática (Chen et al., 2005; Furuta et al., 2007), como Snc1, y que se 
localiza de forma polarizada (Galan et al., 2001). Esto podría explicar la razón de que la 
ausencia de Rcy1 agrave la inhibición de crecimiento en condiciones de ausencia de 
PtdIns-4,5P2. 
La coincidencia de Pkc1 en estos compartimentos con otros componentes de la ruta 
CWI, como el receptor Wsc1 y la GTPasa Rho1, indica que es muy posible que desde este 
lugar sean capaces de transmitir la señal de activación al módulo de MAPK (Figura 53), 
ya que la fosforilación de Slt2 persiste en el tiempo en estas condiciones y la ausencia de 
Wsc1, Rom2, Rho1 y de Pkc1 la reduce drásticamente. El hecho de que el tratamiento 
con el inhibidor 15e anule la formación de estos compartimentos y restaure la 
localización polarizada de Pkc1 es una evidencia de que todo ello se debe al efecto de la 
expresión de p110α-CAAX y que el proceso es reversible en cuanto se restauran los 
niveles de PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática.  
¿Por qué se produce la acumulación de estas proteínas en estos endosomas de 
reciclaje? Pensamos que esta ruta de reciclaje se encuentra alterada en ausencia de 
PtdIns-4,5P2, quizás como consecuencia de los defectos en la endocitosis y en la 
Fig.53. Representación esquemática de los procesos que transcurren en presencia y en 
ausencia de PtdIns-4,5P2 en la célula de levadura. (A) En condiciones normales, cuando se 
produce una agresión a la pared celular la ruta CWI se estimula y se produce una 
despolarización transitoria de los elementos implicados en el crecimiento polarizado de la 
célula, es decir, la glucán sintasa Fks1, la subunidad del exocisto Sec3 y la formina Bni1, todos 
ellos efectores de la GTPasa Rho1. Esta despolarización está mediada por el módulo 
constituido por el receptor Wsc1, el GEF Rom2, la GTPasa Rho1 y la proteína quinasa Pkc1. La 
estimulación de la MAPK Slt2 logra repolarizar el crecimiento de la célula a medio plazo. 
Además la presencia de PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática hace que la endocitosis y la 
exocitosis transcurran con normalidad. (B) En condiciones de eliminación de PtdIns-4,5P2 
inducidas por expresión de PI3K, la activación del módulo de MAPK no logra repolarizar el 
citoesqueleto de actina, debido a que esta estructura lo necesita para su funcionamiento. 
Además, en estas condiciones se producen alteraciones en el tráfico intracelular que 
ocasionan la fragmentación de las vacuolas además de la aparición de compartimentos 
endocíticos de reciclaje en las que Wsc1, Rom2, Rho1 y Pkc1 se incorporan junto con la 
proteína Snc1 y las Rab GTPasas Ypt31/32, desde los cuales  se produce la señalización hacia 
el módulo de MAPK. La identidad de la membrana plasmática se ve alterada en condiciones 
de sustitución de PtdIns-4,5P2 por PtdIns-3,4,5P3, y, por tanto, los procesos que se ejecutan a 
este nivel como el anclaje de las vesículas exocíticas y la activación de los efectores de Rho1, 
necesarios para crecimiento polarizado de la célula de levadura, se ven afectados. EE, 
endosoma temprano; LE, endosoma tardío; MVB, cuerpos multivesiculares.  
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secreción polarizada que tienen lugar simultáneamente. Se ha descrito que mutantes 
que presentan defectos en el transporte desde los endosomas tempranos hacia el TGN, 
manifiestan una retención en compartimentos citoplásmicos de las proteínas reguladas 
por esta ruta de reciclaje, como por ejemplo Snc1, así como una morfología vacuolar 
anormal (Sakane et al., 2006). Además los endosomas de reciclaje en que se ubica Pkc1 
no co-localizan con el marcador del TGN Sec7, lo que implica que no circulan a través de 
este orgánulo. Es posible que en condiciones normales las proteínas que se encuentran 
en estos endosomas de reciclaje transiten a través de esta ruta endo-exocítica y por ello 
queden acumulados en estos compartimentos cuando se interrumpe el tráfico a este 
nivel. Por ejemplo, la localización de la quitín sintasa Chs3 en lugares de crecimiento 
polarizado requiere esta ruta de reciclaje y el bloqueo del tráfico en el aparato de Golgi 
ocasiona su acumulación  en compartimentos citoplásmicos (Ortiz y Novick, 2006). La 
endocitosis y el reciclaje del receptor Wsc1 también desempeñan un importante papel 
en su localización y función en sitios de crecimiento polarizado, y el bloqueo de este 
proceso ocasiona asimismo su aparición en compartimentos internos (Piao et al., 2007). 
Por otro lado, se ha descrito que los defectos en la secreción originan en la célula de 
levadura una represión de la síntesis de ribosomas que parece estar mediada por Wsc1 y 
Pkc1 a través de un mecanismo desconocido (Nanduri et al., 1999; Nierras y Warner, 
1999; Li et al., 2000; Zhao et al., 2003). La interacción genética de la expresión de PI3K 
con seis mutantes en genes relacionados con la traducción proteica podría estar 
sugiriendo que el defecto en el tráfico intracelular ocasionado por la privación de PtdIns-
4,5P2 desencadena una represión en la síntesis de ribosomas, lo cual explica el 
agravamiento de la inhibición del crecimiento en dichos mutantes.  
Lo sorprendente de nuestros resultados consiste en que, en el contexto experimental de 
sobreeexpresión de PI3K, Rho1 y Pkc1 se encuentren activados en estos endosomas de 
reciclaje. Éstos recibirían vesículas endocíticas procedentes de la membrana plasmática 
que expondrían en su cara citoplásmica al receptor Wsc1, a la propia Rho1 y, tal vez, a 
su efector, Pkc1. Aunque se ha descrito la presencia de Rho1 en vesículas secretoras que 
están siendo transportadas a la membrana plasmática, ésta no es capaz de activar a su 
efector Fks1 en estos lugares debido probablemente a la ausencia de su GEF Rom2, que 
en condiciones fisiológicas se encuentra en la membrana plasmática, probablemente 
gracias al reconocimiento del PtdIns-4,5P2 por su dominio PH (Abe et al., 2003), y no en 
estas vesículas. Existen evidencias que prueban que Rho1 y Pkc1 pueden ejercer 
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funciones relacionadas con el tráfico intracelular. Se ha descrito que la activación de 
Rho1 junto con Pkc1, pero no del módulo de MAPK, controla la salida del TGN de 
algunos cargos, como por ejemplo la quitín sintasa Chs3 en circunstancias de estrés 
térmico, lo que implica que estas proteínas pueden ejercer funciones relacionadas con 
el tráfico específico de proteínas necesarias para la biosíntesis de la pared celular en 
respuesta a un estímulo (Valdivia y Schekman, 2003). 
En células de mamíferos, los eventos iniciales de señalización no están restringidos a la 
membrana plasmática sino que existen numerosos ejemplos de receptores que siguen 
transmitiendo la señal una vez se internalizan. De hecho, se ha descrito que son capaces 
de prolongar la señalización desde compartimentos intracelulares siempre y cuando no 
sean englobados en el lumen de las vesículas endocíticas, y que la composición de las 
membranas endocíticas resulta favorable para ello (Miaczynska et al., 2004; Hoeller et 
al., 2005; Polo y Di Fiore, 2006; von Zastrow y Sorkin, 2007; Sadowski et al., 2009). Por 
ejemplo, la internalización mediada por clatrina de los receptores tirosín-quinasa en 
respuesta a su estimulación con insulina es necesaria para la total activación de las 
MAPK Erk1/2 en las células de mamífero (Ceresa et al., 1998). Resulta interesante el 
caso del receptor CSF1-R (colony stimulating factor-1 receptor), que regula la 
proliferación y diferenciación de los macrófagos en respuesta a CSF-1, para el que se ha 
demostrado que su capacidad de señalización desde los endosomas está directamente 
relacionada con la activación sostenida de las MAPKs Erk1/2, de la proteín quinasa Akt y 
la expresión de genes relacionados con la proliferación (Huynh et al., 2012).  
En resumen, nuestros resultados experimentales sugieren una estimulación de la ruta 
CWI en una localización endosomal alternativa como consecuencia de la eliminación de 
PtdIns-4,5P2 en la membrana plasmática. Además refuerzan el papel de este 
fosfonosítido como marcador de identidad de la membrana plasmática en procesos de 
tráfico vesicular, como la endocitosis y la exocitosis, los cuales son esenciales para un 
equilibrio adecuado en la distribución celular de proteínas importantes para el 
crecimiento polarizado. El módulo constituido por Wsc1, Rom2, Rho1 y Pkc1 presentaría 
la capacidad de percibir la ausencia de PtdIns-4,5P2 y, como respuesta, desencadenaría 
la despolarización del citoesqueleto de actina. A su vez la pérdida de función del 
citoesqueleto de actina repercutiría en la alteración de la endocitosis y la secreción 
polarizada. Esto, en definitiva, causaría diversos defectos en el tráfico intracelular que 
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provocarían la acumulación citoplásmica de los endosomas de reciclaje que contienen 
Ypt31/32, Snc1, Wsc1, Rho1 y Pkc1 (Figura 53). Desde éstos, dichos componentes de la 
ruta CWI señalizarían a los elementos que se encuentran por debajo en la cascada. La 
activación de esta ruta tendría una función importante para que la célula pudiera 
sobrevivir mientras se mantuviera esta agresión.  
Globalmente, este trabajo pone de manifiesto la relevancia de la levadura como 
organismo modelo tanto en investigación básica como aplicada a proteínas implicadas 
en enfermedades humanas. Su simplicidad, fácil manejo y la disponibilidad de 
numerosas herramientas genéticas, la convierte en un importante complemento a la 
investigación en organismos superiores. Estas cualidades facilitan el establecimiento de 
conclusiones y modelos que nos ayudan a comprender mejor el funcionamiento de la 
célula eucariótica. 
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1. El empleo de la cepa mutante snq2Δ y la presencia de 0,003% del detergente 
SDS optimiza la sensibilidad del bioensayo de inhibición de PI3K en la levadura S. 
cerevisiae, basado en la recuperación del defecto en crecimiento causado por la 
expresión de p110α-CAAX. 
2. De los cinco inhibidores comerciales de PI3K ensayados, los compuestos 15e y 
PI-103 han resultado ser los más potentes en este bioensayo.  
3. El uso del bioensayo para detectar compuestos inhibidores de Akt requiere la 
co-expresión de p110α con Akt1 en un mutante vip1Δ.  
4. La calidad, reproducibilidad y robustez del bioensayo de inhibición de PI3K en 
levadura para rastreos a gran escala se ha demostrado con la identificación de 
55 extractos de origen microbiano con esta actividad inhibitoria entre 9600 
ensayados.  
5.  Los residuos Lys410, Arg412, Lys413 y Lys416 del dominio C2 son necesarios 
para la inhibición de crecimiento causada por p110α en levadura, siendo 
dispensable el dominio de interacción con Ras (RBD). 
6. La introducción en p110α de una señal N-terminal de miristoilación ocasiona 
una inhibición de crecimiento de la levadura menos drástica que la de una señal 
C-terminal de prenilación. 
7. La eliminación de PtdIns-4,5P2 debida a la actividad catalítica de p110α-CAAX 
provoca la pérdida de la polaridad del citoesqueleto de actina, defectos en el 
anclaje del exocisto a la membrana plasmática, retardo en el tráfico endocítico 
intracelular y alteraciones en la morfología vacuolar y del trans-Golgi en la 
levadura.  
8. La falta de PtdIns-4,5P2 causa una activación persistente de la ruta CWI en S. 
cerevisiae, dependiente del receptor Wsc1, la GEF Rom2, la GTPasa Rho1 y la 
proteín quinasa Pkc1, y una respuesta transcripcional acorde con la estimulación 
de esta ruta.  
9. Pkc1 co-localiza con Wsc1 y Rho1 en estas condiciones, en las que se encuentra 
junto a las Rab GTPasas Ypt31/32 y la vSNARE Snc1 en endosomas de reciclaje, 
de forma dependiente del citoesqueleto de actina.  
10. La activación de la ruta CWI y la localización anómala de Pkc1 son consecuencia 
de la actividad catalítica de p110α-CAAX, ya que se reducen  mediante el 
tratamiento con el inhibidor comercial de PI3K 15e. 
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11. La inhibición parcial del crecimiento causada por Myr-p110α se agrava en 
mutantes carentes de genes relacionados con la traducción proteica y de 
componentes del aparato de Golgi y, en cambio, se alivia en mutantes carentes 
de genes relacionados con el procesamiento del RNA y de componentes de la 
ruta CWI.  
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